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1. RESUMEN 
Investigaciones realizadas acerca de la aplicación de la crioconservación en 
embriones de peces han logrado avanzar en la estandarización de protocolos que 
mitiguen algunos problemas los cuales se presentan al momento de desarrollar 
esta biotecnología en este tipo de material biológico. No obstante, estos estudios 
han permitido de igual forma implementar y/o replicar paulatinamente esta 
biotecnología en diferentes especies, teniendo en cuenta que la aplicación de los 
protocolos de crioconservación o de conservación a temperaturas bajo cero varía 
entre especies, siendo necesario estudiar previamente las características propias 
de cada animal. Dentro de las ventajas que se presentan al conservar embriones 
durante largos periodos de tiempo o de manera indefinida en el caso de la 
crioconservación, se encuentran salvaguardar especies ícticas en peligro de 
extinción, creación de bancos de germoplasma en espacios pequeños, reducir el 
contagio de enfermedades entre piscícolas, entre otras. A pesar de los estudios 
realizados, falta aún información que disminuya los efectos negativos propios de la 
aplicación de esta biotecnología en embriones de peces, los cuales afectan 
directamente la sobrevivencia, viabilidad y eclosión larval. En Suramérica, son 
pocos los trabajos publicados acerca de la conservación de embriones de peces a 
temperaturas bajo cero, lo cual crea la necesidad de desarrollar esta biotecnología 
en la especie nativa más cultivada en Colombia, la Cachama blanca (Piaractus 
brachypomus). Por lo anterior, el presente trabajo muestra resultados acerca de 
la evaluación de la viabilidad de embriones de P. brachypomus conservados a - 
14°C durante una hora. Para ello, tres horas post-fertilización (1, 6 y 10 HPF), dos 
crioprotectores (metanol y etilenglicol) y dos concentraciones para cada 
crioprotector (10% y 15%) fueron evaluadas. Los resuitadcs obtenidos arrojaron 
información en cuanto a que la velocidad de descenso de temperatura durante la 
conservación de los embriones a -14°C fue más rápida para los tratamientos con 
ETG (10% y 15%), frente a los tratamientos con MET en sus dos concentraciones. 
De igual forma, permitió conocer que conservar embriones de Cachama blanca (P. 
14 
brachypomus) de 6 y 10 horas post-fertilización durante una hora a -14°C 
utilizando como crioprotectores metanol al 10% y 15%, permite obtener 
porcentajes altos de eclosión. No obstante, es importante realizar estudios que 
permitan conocer detalladamente la morfología de los embriones de P. 
brachypomus durante su desarrollo, con el fin de crear e implementar protocolos 
de crioconservación que como resultado final se obtengan porcentajes 
satisfactorios de sobrevivencia embrionaria y eclosión larval post-conservación. 
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2. ABSTRACT 
Research conducted in the application of fish embryo cryopreservation has 
progressed in the standardization of protocols to mitigate some of the problems 
which arise when developing this biotechnology in this type of biological material. 
Nonetheless, these studies have also allowed to slowly apply and/or replicate this 
biotechnology in different species considering that the application of 
cryopreservation protocols or below zero temperatures preservation vares 
between species. Therefore, it is necessary to previously study each animal's own 
characteristics. Some of the advantages of preserving embryos for long periods of 
time or in an indefinite manner as it is seen in cryopreservation, are to protect 
endangered ichthyic species, create germplasm banks in small spaces and to 
reduce the degree of disease transmission between fish hatcheries. Despite ahl 
studies conducted, there is still lack of information that can reduce the negative 
effects related to the application of this biotechnology in fish embryos, which 
directly affect the survival, viability and larval hatching. As there are just few 
published studies about the cryopreservation of fish embryos at below zero 
temperatures in South America, there is the need to develop this biotechnology 
with the most farmed native species in Colombia: Cachama blanca (Piaractus 
brachypomus). Thus, this study presents the findings of an assessment made to 
the viability of P. brachypomus embryos preserved at - 14 °C for one hour. To 
perform this, three hours after fertilization (1, 6 and 10 HAF), two cryoprotectants 
(Methanol and Ethylene glycol) and two concentrations for each cryoprotectant (10 
and 15%) were assessed. The findings obtained showed that the temperature's 
decreasing speed while fish embryos were preserved at -14°C was faster for 
treatments with ETG (10 and 15%) against treatments with MET in their two 
concentrations. Similarly, it was also found that preserving Cachama blanca (P. 
brachypomus) embryos of 6 and 10 hours after fertilization for one hour at -14°C, 
and with methanol at 10% and 15% as cryoprotectants allows to obtain high 
hatching percentages. However, it is vital to conduct research to know detailed 
16 
information about the P. brachypomus embryos' morphology in the development 
stage in order to create and apply cryopreservation protocols that allow satisfactory 
percentages of embryonic survival and post-preservation larval hatching as final 
findings. 
17 
3. INTRODUCCIÓN 
La criopreservación es una biotecnología que se utiliza para la conservación de 
células vivas, gametos y embriones durante un tiempo de almacenamiento corto o 
prolongado, utilizando como medio de conservación la inmersión en nitrógeno 
líquido bajo la utilización de crioprotectores; su mecanismo está basado en lograr 
la deshidratación de la célula de una manera controlada, permitiendo el 
intercambio de líquido intra y extracelular por soluciones crioprotectoras, mitigando 
así la formación de cristales de hielo en el citosol cuando estas sean sometidas a 
procesos de conservación a temperaturas bajo cero, tales como congelación y/o 
crioconservación (Chao y Liao, 2001). 
Desde el año 1953, trabajos sobre crioconservación de embriones y ovas de 
peces se han realizado (Blaxter, 1953), reportando viabilidad de huevos y 
embriones cuando fueron congelados a -20°C y -55°C, respectivamente, bajo 
dimetilsulfóxido en concentraciones de 8 y 14% (Zell, 1978; Erdahl y Graham, 
1987). En los últimos años, la criopreservación de gametos en peces ha tomando 
importancia debido a que permite optimizar la reproducción en cautiverio, posibilita 
el manejo genético de los reproductores y la transferencia de gametos entre 
estaciones piscícolas y/o laboratorios, disminuyendo el riesgo del contagio de 
enfermedades al transportar reproductores vivos; pero sin duda, la ventaja más 
importante en la actualidad es la conservación de especies ícticas, ya que permite 
la creación de bancos genéticos de especies en peligro de extinción, facilitando su 
almacenamiento por periodos prolongados con un costo relativamente bajo (Bart, 
2000). No obstante, desarrollar procesos de conservación de material vivo 
conlleva complicaciones, las cuales en su mayoría están asociadas a la 
fluctuación del pH, shock térmico, formación de cristales de hielo, efecto 
osmométrico y toxicidad de los crioprotectores (Chao y Liao, 2001), siendo este 
último uno de los principales ítems a conocer previo al sometimiento del material 
biológico a los diferentes agentes crioprotectores, el cual su nivel de toxicidad 
18 
varía según la especie íctica, la concentración utilizada y el tiempo de exposición 
(Cabrita et al., 2003). 
En Colombia la aplicación de la crioconservación se ha venido implementando 
mediante la realización de trabajos dirigidos hacia la crioconservación de gametos 
masculinos de especies nativas cómo el yamú (Brycon amazonicus) (Cruz et al., 
2006), cachama blanca (Piaractus brachypomus) (Fresneda et al., 2004; Navarro 
et al., 2004) y algunos silúridos (Ramírez-Merlano, 2011). Actualmente, ningún 
trabajo sobre preservación de embriones a temperaturas bajo cero ha sido 
reportado, creando la necesidad de dar inicio a un proceso investigativo que 
permita con los años llegar a la consolidación de protocolos para la 
crioconservación, evaluando la fase embrionaria ideal para ejecutarlo. 
Teniendo en cuenta que la cachama blanca (P. brachypomus) ha sido objeto de 
estudios para realizar investigaciones acerca de la crioconservación seminal 
(Fresneda et al., 2004; Navarro et al., 2004), de su biología (Barlet et al., 1998), 
anatomía (Fernández-Calienes et al., 2003), hematología (Erts et al., 1994), 
sanidad (Bello y Gil, 1992; Bert et al., 2002), hábitos alimenticios, requerimientos 
nutricionales (López, 1994) y manipulación de sus ciclos reproductivos (Aulstand 
et al., 1972; Herrera et al., 1996), y además, por el gran potencial que tiene para el 
cultivo (Arias, 1988) debido a sus hábitos alimenticios omnívoros, crecimiento 
rápido, alta calidad y adecuada aceptación comercial de su carne, hace que esta 
investigación esté encaminada en realizar un acercamiento hacia la 
crioconservación de sus embriones, obteniéndolos mediante reproducción artificial 
y logrando conservación a -14°C, proporcionando una base para investigaciones 
que busquen consolidar la aplicación de esta biotecnología en especies nativas, 
específicamente en P. brachypomus y finalmente permita establecer protocolos 
viables comercialmente para su conservación a temperaturas criogénicas. 
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Resumen 
Esta revisión compila información acerca del estado del arte de la 
crioconservación o criopreservación de embriones de peces, detallando aspectos 
como características morfológicas de los embriones, los diluyentes y sus 
concentraciones, y el estadio de desarrollo embrionario ideal para llevar a cabo 
estos procesos de conservación. Los anteriores factores, se convierten en los 
principales ítems a tener en cuenta para llevar a cabo de forma exitosa la 
conservación de este material biológico a temperaturas criogénicas y/o bajo cero. 
Aplicar la crioconservación de embriones tiene grandes ventajas, entre ellas 
salvaguardar especies ícticas en peligro de extinción mediante la creación de 
bancos de germoplasma en espacios pequeños y reducir el contagio de 
enfermedades entre piscícolas al no ser necesario trasladar animales 
reproductores. No obstante, superar los problemas relacionados tanto a la 
estructura propia del embrión como a factores concernientes a la toxicidad y 
concentración en que se usan los crioprotectores, también hacen parte del 
proceso de crioconservación, sumado a que estas problemáticas varían según la 
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especie. Diferentes protocolos de crioconservación se han desarrollado, faltando 
aún información que logre disipar los efectos negativos de esta biotecnología 
sobre la viabilidad y eclosión larval. No obstante, técnicas como microinyección, 
decorionización y vitrificación, han sido utilizadas en busca de mitigar los daños 
que se ocasionan durante el sometimiento de los embriones a temperaturas bajas 
durante determinado tiempo. 
Palabras clave: crioconservación, crioprotector, desarrollo embrionario, 
estructuras embrionarias, embrión. 
Abstract 
This literature review gathers information about research conducted within the field 
of cryopreservation of fish embryos by detailing issues such as the embryos' 
morphological features, the solvents and its concentrations, as well as the ideal 
embryonic development stage to perform these preservation processes. Ah l these 
factors become the main items to consider in order to successfully perform the 
conservation of such a biological material at cryogenic or below zero degree 
temperatures. Performing cryopreservation of embryos presents significant 
advantages. It protects endangered ichthyic species by creating germplasm banks 
in small spaces and reducing the degree of disease transmission between fish 
hatcheries as there is no need to transfer breeding animals. Nevertheless, 
overcoming problems related not only to the embryo's own structure but also to 
issues related to the toxicity and concentration in which the cryoprotectants are 
implemented, are also part of the cryopreservation process. It is also worth noting 
that such problems vary according to the type of species. Distinct protocols for 
cryopreservation have been developed, showing the lack of information that can 
dispel this biotechnology's negative effects with regard to viability and larval 
hatching. Nonetheless, techniques such as microinjection, dechorionation and 
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vitrification have been implemented in search of mitigating the damages caused 
while embryos are held at cold temperatures during a certain period of time. 
Key words: cryopreservation, cryoprotectant, embryonic development, embryonic 
structures, embryo. 
Introducción 
Los avances en la investigación sobre la criopreservación de gametos y embriones 
de organismos acuáticos son pocos en comparación con el trabajo hecho en los 
animales terrestres y plantas (Chao y Liao, 2001). Sin embargo, la 
crioconservación de embriones de peces ha sido estudiada desde 1978 
(Wittingham y Rosenthal, 1978), sin lograrse de manera exitosa en especies 
ícticas (Calvi y Maisse, 1998; Chao y Liao, 2001; Cabrita et al., 2003; Xiao et al., 
2008). Como resultado a los estudios realizados sobre la crioconservación de 
embriones de peces, se han logrado establecer dos métodos de crioconservación, 
la refrigeración lenta controlada y la vitrificación (Lin et al., 2009). 
La aplicación de esta biotecnología en embriones de peces implica una serie de 
procesos fisicoquímicos y dinámicos de la temperatura y el transporte del agua 
entre el embrión y el medio circundante (Bart, 2000). Para lograr una 
crioconservación exitosa, el movimiento rápido del agua y de los crioprotectores a 
través de la membrana es esencial (Valdez Jr. et al., 2005) y deben ser ajustados 
cuidadosamente en un protocolo (Beiráo et al., 2006), el cual deberá ser evaluado 
teniendo en cuenta varios factores como toxicidad del crioprotector, velocidad de 
congelación y descongelación. 
Por otro lado, el desarrollo de procedimientos efectivos para la crioconservación 
de embriones de peces presentan grandes ventajas, debido a que podrían 
desempeñar un papel importante en la producción de semilla, manejo genético de 
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los reproductores (Cabrita et al., 2003), facilitar la conservación de especies en 
peligro de extinción y el manejo de poblaciones silvestres en la piscicultura, 
permitiendo la realización de pruebas ecotoxicológicas en estadios de desarrollo 
temprano (Chao y Liao, 2001; Liu et al., 2001; Kusuda et al., 2002) y 
almacenamientos del material biológico por periodos largos de tiempo a un costo 
relativamente bajo (Bart, 2000). En el año 2000, Bart concluye que el éxito de la 
crioconservación de embriones de peces de importancia comercial y manejados 
con métodos relativamente sencillos, podrían proporcionar un medio para 
satisfacer las necesidades (investigativas o de producción) según la especie. 
Aspectos generales de la cachama blanca (Piaractus brachypomus). 
La cachama blanca (Piaractus brachypomus) pertenece al orden characiformes, el 
cual agrupa a la mayoría de especies de peces de agua dulce que viven en nos y 
lagos de África y América (Landines y Mojica, 2005). Es una especie originaria de 
los ríos Orinoco y Amazonas, de hábitos alimenticios omnívoros, que por sus 
características de rusticidad (tolera temperaturas menores a 22°C y superiores a 
34°C, un rango de pH entre 6.5 y 8.4 y concentraciones de oxígeno disuelto 
mayores a 4ppm) (Rodríguez y Anzola, 2001), rápido crecimiento, gran aceptación 
de su carne y excelentes condiciones para la piscicultura (Fresneda et al., 2004), 
la convierten en la especie nativa más cultivada en la región de los Llanos 
Orientales (Arias, 1988) y en Colombia, pudiéndose encontrar en casi todo el 
territorio nacional (González, 2000). Al ser un pez reofílico, la cachama blanca (P. 
brachypomus) no se reproduce espontáneamente en cautiverio, debido a que las 
características medio ambientales que requiere la especie no son propicias para 
que ocurra tal evento biológico (Landines y Mojica, 2005). Por lo anterior, para 
inducir el proceso de maduración final de las gónadas es indispensable la 
utilización de técnicas convencionales de inducción hormonal (Zaniboni-Filho y 
Nuñer, 2004). 
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En la actualidad, pocos estudios direccionados hacía la descripción de la 
embriogénesis en cachama blanca (Piaractus brachypomus) se han desarrollado, 
encontrándose un trabajo donde comparan el desarrollo embrionario de P. 
brachypomus con la embriogénesis de un silúrido (Díaz et al., 2010), y un estudio 
orientado hacia la descripción del desarrollo embrionario en zigotos híbridos 
obtenidos por el cruce de machos de cachama blanca (Piaractus brachypomus) y 
hembras de cachama negra (Colossoma macropomum) (Botero et al., 2004). 
Características de los embriones de peces. 
Los embriones de peces a diferencia de otros embriones animales que no 
acumulan grandes cantidades de vitelo, se caracterizan por presentar un gran 
tamaño y una estructura multi-compartimental (Cerdá, 2002). Así mismo, están 
conformados por un grupo de membranas protectoras las cuales presentan 
diferentes niveles de permeabilidad. Una de ellas es el corion, caracterizado por 
su rigidez y compuesto por glicoproteínas (Hamazaki et al., 1985; Begovac y 
Wallace; 
 1986), donde su morfología puede variar dependiendo de las condiciones 
ecológicas en que se encuentre (Robles et al., 2007). Esta estructura, la más 
externa de todas las membranas que recubren al embrión, cumple la función de 
protección ante agentes externos durante su incubación y se endurece a medida 
que avanza el desarrollo embrionario debido a cambios bioquímicos que suceden 
en él (Fausto et al., 2004; Robles et al., 2007). 
Dentro de las estructuras del embrión, se encuentran tres compartimientos con 
membranas finamente limitadas los cuales son: un gran saco vitelino (rodeado por 
la capa sincitial del vitelo y compuesto principalmente por vitelogenina, la cual es 
almacenada en forma de vesículas de membrana al interior del vitelo) (Hagedorn 
et al., 1998); un compartimento celular (lugar donde se desarrollará el embrión) el 
cual luego de presentar divisiones dará origen al blastodermo que finalmente 
cubrirá el saco vitelino a medida que avanza el proceso de epibolia (Westerfield, 
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1993); y el espacio perivitelínico (el cual rodea los compartimientos anteriores y a 
su vez, éste está rodeado por el canon) (Cabrita et al., 2003). De igual forma, 
poseen una gran cantidad de agua, que para disminuir el riesgo de formación de 
cristales durante la criopreservación, la deshidratación química con crioprotectores 
externos es necesario realizarla (Lahnsteiner, 2008). 
Todas estas organizaciones y características especiales, forman una compleja 
estructura durante el desarrollo del embrión dificultando el sometimiento y 
almacenamiento de este tipo de material biológico a temperaturas bajo cero o 
criogénicas. Lo anterior, teniendo en cuenta que cada estructura presenta 
diferente permeabilidad dificultando el paso de agua y crioprotectores al exterior e 
interior de las células (Hagedorn et al., 1998). 
Aproximación al desarrollo embrionario optimo para conservación. 
Se han realizado diferentes estudios sobre crioconservación de embriones de 
peces, específicamente aquellos dirigidos hacia la determinación del estadio de 
desarrollo embrionario ideal para llevar a cabo conservación a temperaturas bajo 
cero. 
En el año 2000, un estudio realizado en el centro de Biotecnología Marina de la 
Universidad de Maryland, encontró que los embriones de pez cebra (Brachydanio 
reno) con estadio de desarrollo epibolia fueron más vulnerables a la toxicidad de 
los crioprotectores que los embriones sometidos con estadio de desarrollo con 
presencia de somitos (Bart, 2000). Así mismo, Lahnsteiner (2008), reportó que 
embriones de pez cebra con estadio embrionario mayor a 24 horas post-
fertilización (HPF) fueron más resistentes a la toxicidad del dimetilsulfóxido 
(DMSO) y del 1-2 propanediol, comparado con crioprotectores como etilenglicol 
(ETG), glicerol (GLY), metano! (MET), y dimetilacetamida (DMA). Por su parte, 
Valdez Jr. (2005), reportó que embriones de Medaka (Oryzias latipes) en estadio 
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de 2-4 células fueron más sensibles a la refrigeración a 0°C; no obstante, encontró 
que la sensibilidad se redujo conforme el proceso de desarrollo fue avanzando, 
demostrando que embriones en gastrulación temprana fueron considerados no 
sensibles a la refrigeración a la misma temperatura. Lo anterior, ha logrado 
establecer en gran medida que los estadios de desarrollo embrionario inferior a la 
gastrulación son menos resistentes a esta biotecnología, considerando que la baja 
sensibilidad por parte de los embriones hacia los crioprotectores puede ser 
ocasionada por tres aspectos importantes: a). Alteración del proceso de 
diferenciación temprana a causa de las soluciones crioprotectoras; b). Falta de 
desarrollo del proceso de autarquía del embrión contra el medio externo 
(endurecimiento del corion, captación de agua y osmoregulación); c). Al bajo 
potencial de detoxificación para regular y compensar el efecto tóxico de los 
crioprotectores (Chao y Liao, 2001; Lahnsteiner, 2008). 
No obstante, no en todas las especies los estadios tempranos son susceptibles a 
lesiones ocasionadas por la refrigeración. En Pagrus majur, Carassius auratus, 
Sciaenopus ocellatus y Cyprinus carpí°, se ha reportado que los estadios de 
desarrollo embrionario en etapa avanzada son más sensibles que estadios 
tempranos (Sasaki et al., 1988; Liu et al., 1993; Gwo et al., 1995; Dinnyés et al., 
1998), lo cual indica que dependiendo del crioprotector, de la toxicidad de los 
crioprotectores y del tiempo de exposición de los embriones a estos diluyentes, 
pueden presentarse o no daños en las estructuras embrionarias sin importar el 
nivel de ontogenia de los mismos. 
Factores que afectan la crioconservación. 
Unas de las principales causas por las cuales no se ha logrado con éxito la 
congelación y/o crioconservación de embriones de teleósteos, se debe en gran 
medida a: 1). El corion, el cual es la membrana más externa y primera barrera que 
impide el buen intercambio de agua y crioprotector con el embrión (Hagedorn et 
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al., 1997; Cabrita et al., 2003). 2). Gran tamaño que ellos tienen (-1-7mm de 
diámetro) dificultando la deshidratación y penetración de los crioprotectores a las 
células (Rail, 1993); 3). Gran tamaño celular y del saco vitelino (Mazur, 1984; 
Zhang y Rawson, 1995; Hagedorn et al., 1997); 4). Por la presencia de diferentes 
membranas como el blastodermo y la capa sincitial del vitelo y a compartimientos 
con grados de permeabilidad desiguales (Zhang et al., 1998; Cabrita et al., 2003; 
Cabrita et al., 2003), dificultando la entrada de los crioprotectores y salida del 
agua, conllevando problemas como la formación de cristales de hielo intracelular 
causando lesiones y alterando la integridad biológica embrionaria (Rall, 1993; 
Hagedorn et al., 2002; Chen y Tian, 2005); y 5). Por su alta sensibilidad a la 
refrigeración, la cual es definida como la sensibilidad específica que presentan los 
embriones a temperaturas bajo cero sin que esta sensibilidad presente relación 
con la formación de cristales de hielo (Dinnyés et al., 1998), los daños 
ocasionados por enfriamiento pueden ser clasificados según la tasa de 
enfriamiento provocando un shock térmico y/o según la duración del enfriamiento 
(Arav et al., 1996; Liu et al., 2001). En Oryzias latipes y Brachydanio reno, los 
daños durante la refrigeración están más relacionados con el tiempo en que los 
embriones son expuestos a bajas temperaturas (Valdez Jr., et al., 2005), mientras 
que estudios realizados en gametos masculinos (cerdos) demuestran que estos 
daños están coligados a las tasas de refrigeración (Drobnis et al., 1993). 
De igual forma y sumado a las problemáticas ya mencionadas, estudios 
preliminares realizados en embriones de peces donde evaluaron la permeabilidad 
y toxicidad de los crioprotectores, demostraron ser también problemas durante el 
proceso de crioconservación de este material biológico (Cabrita et al., 2003), no 
siendo la morfología embrionaria la principal y único impedimento para desarrollar 
esta biotecnología. De esta forma y para superar dichas dificultades, Zhang et al. 
(2005) mencionó que es necesario conocer diferentes aspectos tales como la 
toxicidad del crioprotector, la combinación y concentración adecuada de estos 
agentes crioprotectores, junto con los protocolos de refrigeración adecuados. 
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Actualmente existen procedimientos convencionales para la crioconservación de 
embriones que causan sensibilidad en estos, debido a que infringen las 
condiciones requeridas para minimizar la mortalidad por la formación de hielo 
intracelular y los daños por lesiones osmóticas (Chen y Tian, 2005). Estos 
métodos, tales como el uso de una caja de espuma de polietileno llena de 
nitrógeno líquido o congelador programable, se basan en la refrigeración 
relativamente lenta y controlada durante la formación temprana de hielo, 
demostrando ser apropiada para la criopreservación de espermatozoides pero no 
siempre fiable para la criopreservación de embriones (Chao y Liao, 2001). Para 
superar los obstáculos que se presentan durante la crioconservación, es necesario 
conocer la toxicidad del crioprotector, la combinación y concentración adecuada 
de los crioprotectores, junto con los protocolos adecuados para cada especie 
(Zhang et al., 2005). 
Sustancias crioprotectoras utilizadas en la crioconservación de embriones 
de peces. 
Los crioprotectores son indispensables para poder llevar a cabo con éxito la 
aplicación de esta biotecnología en embriones de peces. Según Leibo (1981), el 
mecanismo benéfico por el cual los crioprotectores realizan protección de las 
estructuras celulares una vez ingresan en ellas aún no está claro, pero se cree 
que 'está relacionado con la estabilización enzimática y de estructuras de la 
membrana celular (Schneider y Mazur, 1984). 
Los agentes crioprotectores se pueden clasificar de dos formas dependiendo del 
mecanismo de acción. Están los de acción intracelular o de permeabilidad, 
caracterizados por ser hidrofílicos y de bajo peso rnoiecular, donde los más 
utilizados en la conservación de embriones son el metanol, dimetilsulfóxido, 
glicerol, etilenglicol, propilenglicol, 1-2 propanediol (Tarazona et al., 2007). Su 
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función, es la de penetrar en las células para ayudar a proteger el citoplasma 
durante el tiempo en que estas estén en estado de inanimación (Miyake et al., 
1993), mecanismo favorable debido a que de esta permeación depende la no 
formación de cristales intracelulares (Tarazona et al., 2007). Así mismo, se 
encuentran los crioprotectores que actúan extracelularmente o también llamados 
impermeables. Su mecanismo de acción es extraer el agua intracelular sin 
penetrar a la célula utilizando la diferencia de presión osmótica, permitiendo el 
paso de los crioprotectores internos. Además, este tipo de diluyentes externos son 
efectivos para preservar la funcionalidad y estructura de las membranas a baja 
actividad de agua, coadyuvando junto con el crioprotector interno a la 
deshidratación de las células de los embriones durante el tiempo de equilibrio 
(Júnior et al., 2007), pudiéndose optimizar el rendimiento de un crioprotector 
intracelular, al asociarlo con crioprotectores de acción extracelular (Denniston et 
al., 2000). Los más utilizados en embriones de peces son la glucosa, sacarosa, 
fructosa, lactosa, trehalosa. 
La mayoría de los crioprotectores que se disponen actualmente presentan una 
toxicidad moderada (Zhang et al., 1993), lo que hace necesario conocer 
claramente la cinética de los mismos y así diseñar un protocolo de conservación 
adecuado (Dinnyés et al., 1998; Bart, 2000). Esta toxicidad, limita la concentración 
en que puede ser usada, por lo que a su vez limita la capacidad protectora de los 
mismos (Zhang et al., 2005). Como consecuencia a una insuficiente o penetración 
desigual de los crioprotectores, se puede presentar muerte celular localizada y 
anormalidades en el posterior desarrollo de la misma (Bart, 2000). Por ello, la 
crioconservación de embriones requiere una distribución óptima de los 
crioprotectores dentro de todos los compartimientos del embrión (Beiráo et al., 
2006). 
Metodologías usadas para la conservación de embriones de peces. 
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a) Inhibición del endurecimiento del corion: es un proceso en el cual están 
involucrados factores como la formación de uniones de proteínas, hidrólisis 
de algunos componentes del corion, como también de algunos iones y 
enzimas específicas, como la peroxidasa, la cual ha sido encontrada en 
algunas especies animales durante el proceso de endurecimiento del corion 
(luchi et al., 1995; Kudo et al., 1998; Robles et al., 2007), generalmente es 
utilizada previo a la aplicación de técnicas específicas como la 
microinyección y/o electroforación, mediante la preparación de soluciones 
con iones quelantes, enzimas inhibitorias o soluciones libres de calcio y 
magnesio, las cuales actuarán inhibiendo el endurecimiento de esta 
estructura protectora del embrión (Robles et al., 2007). 
b) Decorionización: consiste en retirar por medio de degradación enzimática la 
primera barrera que presentan los embriones (Hagedorn et al., 1997), 
también utilizada previamente a la realización de técnicas biológicas como 
la microinyección y electroforación (Muller et al., 1993). Mientras que en 
ciertas especies como el pez cebra, la decorionización es realizada 
mediante la preparación de un medio especial para embriones con la 
enzima proteolítica Pronasa (Hagedorn et al., 1997; Robles et al., 2007), 
aún no han sido encontrados métodos para la decorionización de especies 
marinas debido al espesor que presenta el corión, complicando el proceso 
de remoción de esta estructura (Robles et al., 2007). 
c) Remoción parcial del vitelo: también hace parte de las técnicas utilizadas 
actualmente en embriones de peces. Liu et al., (1999, 2001) en embriones 
de Zebrafish con diferentes estadios, removieron mediante punción con 
micro aguja una porción del vitelo para disminuir la cantidad de lípidos 
existentes en él y así reducir los daños ocasionados por la refrigeración. 
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d) Microinyección de soluciones crioprotectoras: resulta ser importante debido 
a que reduce el tiempo necesario de carga del embrión con el crioprotector, 
supera las diferentes barreras embrionarias principalmente la capa sincitial 
del vitelo, la cual presenta una permeabilidad específica evitando que el 
crioprotector no penetre a los compartimientos celulares del embrión, y 
disminuye el efecto tóxico de los agentes crioprotectores sobre los 
embriones (Janik et al., 2000; Robles et al., 2004; Beiráo et al., 2006), 
siendo más alto el efecto cuando estos son expuestos por un determinado 
tiempo en soluciones crioprotectoras (Cabrita et al., 2006). Su aplicación 
exitosa depende de la aplicación lateral suave del crioprotector en la yema 
sin afectar el blastodermo, de la distribución homogénea en todo el vitelo de 
la sustancia inyectada y de la ausencia de salida del diluyente en el lugar 
donde fue realizada la punción (Janik et al., 2000), siendo está técnica más 
efectiva en cuanto a su eficacia y sobrevivencia embrionaria respecto a 
otros procedimientos como la electroforación (Beiráo et al., 2006). No 
obstante, y a pesar de las grandes ventajas que presenta la microinyección, 
investigadores concluyen que la aplicación de esta técnica en embriones no 
es la más viable, debido a que estos no son completamente protegidos en 
atención a que la mayoría de los crioprotectores inyectados permanecen en 
los compartimientos del vitelo dificultando la entrada de los diluyentes 
externos al blastodermo, alterando la integridad de las membranas del 
embrión y afectando la sobrevivencia de los mismos (Kopeika et al., 2006; 
Beiráo et al., 2006); además, del estrés causado por la microinyección, 
repercutiendo de forma negativa en la tolerancia a procesos como la 
refrigeración (Kopeika et al., 2006). 
e) Vitrificación: es una de las técnicas más utilizadas para prevenir la 
formación de hielo intracelular en embriones de peces, la cual se hace 
mediante utilización de rápidas tasas de congelación y concentraciones 
altas de crioprotectores. Este sometimiento deshidrata la célula antes de la 
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refrigeración de tal manera que los solutos citoplasmáticos y extracelu lares 
se vitrifican, permitiendo introducirlos en nitrógeno líquido o en otros 
refrigerantes reduciendo los daños en el embrión (Janik et al., 2000). No 
obstante, esta opción no es ampliamente aceptada en embriones de peces, 
aunque ha sido utilizada exitosamente en embriones de animales 
mamíferos (O'Neil et al., 1998) e invertebrados marinos (Chao et al., 1997). 
Las ventajas que presenta esta técnica están asociadas con la preservación 
de las estructuras embrionarias por la reducción de la formación de cristales 
de hielo extra e intracelularmente (Bagis et al., 2004); aunque también 
presenta desventajas debido a las concentraciones altas de crioprotectores 
las cuáles pueden ocasionar una mayor toxicidad y efectos teratogénicos 
sobre el material biológico (O'Neil et al., 1998; Chen y Tian, 2005). 
Expectativas de investigación. 
Teniendo en cuenta que la criopreservación permite el almacenamiento de 
material biológico en un estado de inanimación durante tiempos prolongados, 
permitiendo obtener embriones en épocas donde algunas especies no se 
reproducen espontáneamente bajo condiciones de cautiverio, es importante e 
imprescindible conocer ampliamente las implicaciones que conlleva el desarrollar 
esta biotecnología para cada especie íctica. Por lo anterior, y con el fin de 
implementar un protocolo de conservación o crioconservación y descongelación 
de embriones de Cachama blanca (P. brachypomus), que permita impulsar la 
comercialización de la especie en épocas donde el suministro de alevinos es bajo 
o nulo, repercutiendo positivamente en la acuicultura nacional, es necesario: i) 
Identificar el estadio de desarrollo embrionario óptimo que permita someterlos a 
temperaturas bajo cero disminuyendo los daños que se presentan a causa de la 
refrigeración. ii) Evaluar diferentes tipos de crioprotectores y sus concentraciones 
determinando el o los diluyentes menos tóxicos para los embriones. iii) Aplicar 
técnicas que permitan sobrepasar las barreras embrionarias, asegurando 
.3? 
permeabilidad de los agentes crioprotectores a los compartimientos del embrión. 
iv) Realizar experimentos a escala comercial evaluando diferentes tipos de 
empaque, que posibilite la conservación de desoves completos para suplir las 
necesidades de la cadena piscícola de la región. 
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5. OBJETIVOS 
5.1 Objetivo general 
Evaluar la viabilidad de embriones de Cachama blanca (Piaractus brachypomus) 
conservados a -14°C. 
5.2 Objetivos específicos 
Evaluar diferentes protocolos para la conservación de embriones de 
Cachama blanca (P. brachypomus) obtenidos por reproducción artificial. 
Evaluar el efecto de la concentración del crioprotector sobre la morfología 
embrionaria pre y post-conservación de embriones de Cachama blanca (P. 
brachypomus) obtenidos en diferentes horas post-fertilización. 
• Cuantificar la viabilidad y eclosión de embriones conservados de Cachama 
blanca (P. brachypomus) durante incubación artificial obtenidos en 
diferentes horas post-fertilización. 
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6. Capítulo 2 
Viabilidad y tasa de eclosión de embriones de Cachama blanca (Piaractus 
brachypomus) obtenidos en diferentes horas post-fertilización y 
conservados a -14°C durante una hora. 
Viability and hatching rate of embryos of Cachama blanca (Piaractus 
brachypomus) of different hours post-fertilization stored at -14°C during one hour. 
Castillo-Losada E. 
Universidad de los Llanos, Grupo de Investigación sobre Reproducción y 
Toxicología de Organismos Acuáticos — GRITOX, Instituto de Acuicultura de la 
Universidad de los Llanos, Km. 12 vía Puerto López, A.A. 110, Villavicencio, Meta, 
Colombia. 
educalovet@gmail.com 
 
Resumen 
Teniendo en cuenta que la Cachama blanca (Piaractus brachypomus) es la 
especie nativa más cultivada en Colombia y que no presenta reproducción 
espontánea bajo condiciones de cautiverio, hace que el objetivo de la presente 
investigación sea evaluar la viabilidad de la conservación de embriones de 
diferentes horas post-fertilización (1, 6 y 10 HPF) durante una hora a -14°C 
sometidos a diferentes crioprotectores (Metano!, MET y Etilenglicol, ETG) y 
concentraciones (10 y 15%). Para ello, se realizó selección de animales (hembras 
y machos) sexualmente maduros los cuales se indujeron hormonalmente mediante 
aplicación intramuscular de Extracto de Hipófisis de Carpa (EHC) (5,75mg/Kg y 
4mg/Kg, respectivamente). Cumplido el tiempo de latencia (241,2'h a 26,8±0,1°C) 
se efectuó el desove obteniendo los gametos y posteriormente realizando la 
fertilización de los huevos; finalmente, estos fueron dispuestos en una incubadora 
Woynarovich de 200L de capacidad con flujo ascendente. El estadio de desarrollo 
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embrionario al momento de someter los embriones a -14°C para cada hora post-
fertilización (HPF) correspondió a blastomeración (-8 a 16 células) para los de 1 
HPF, gastrulación intermedia (epibolia del 50%) a los de 6 HPF, y segmentación 
(formación de somitas y aparición de vesícula óptica) para los embriones de 10 
HPF. Cumplida cada HPF, embriones viables junto con el diluyente fueron 
empacados en tubos Falcon de 13m1 (1:1) donde luego fueron dispuestos durante 
10 minutos en una cava que presentaba temperatura interna de 6,2°C. 
Posteriormente, se sometieron a conservación a -14°C durante 60 minutos. 
Embriones no sometidos a conservación fueron considerados como control. 
Culminado este tiempo se realizó baño de agua a 27°C durante 9 minutos con el 
fin de equilibrar la temperatura interna del tubo Falcon con la temperatura del agua 
externa (agua de incubación). Finalmente, los embriones fueron sembrados en 
incubadoras experimentales de 2L de capacidad con flujo ascendente donde 
retomaron el proceso de incubación artificial. La tasa más alta de eclosión se 
presentó en embriones de 10 HPF y conservados con MET al 10 y 15% 
(87,0±1,8% y 83,3±3,1%, respectivamente) sin presentar diferencias estadísticas 
respecto al control (90,6±1,1%) (p>0,05); entre tanto, los menores porcentajes de 
eclosión se presentaron cuando se conservaron con ETG al 10 y 15% (42 ± 8,0% 
y 21,4 ± 4,8%), difiriendo estadísticamente respecto al control (90,6±1,1%) 
(p<0,05). En conclusión, embriones de P, brachypomus de 10 HPF almacenados a 
-14°C durante una hora utilizando como crioprotectores MET al 10 y 15%, 
conservan su viabilidad permitiendo la obtención de porcentajes satisfactorios de 
eclosión. 
Palabras clave: conservación, crioprotector, larva, Piaractus brachypomus, tasa 
de eclosión, tasa de viabilidad. 
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Abstract 
Cachama blanca (Piaractus brachypomus) is the most farmed native species in 
Colombia, presenting no spontaneous breeding in captivity conditions. Based on 
these facts, the aim of this research is to assess the viability to preserve embryos 
of different hours after fertilization (1, 6 and 10 HAF) for one hour at -14°C, 
exposed to different cryoprotectants (Methanol, MET and Ethylene glycol, ETG) 
and concentrations (10 and 15%). To perform this, sexually matured animals 
(female and male) were selected to be hormonally induced by performing an 
intramuscular application of carp pituitary extract (CPE) (5,75mg/Kg and 4mg/Kg, 
respectively). Once the latency period was completed (241,2'h at 26,8±0,1°C), 
spawning was performed to obtain the gametes, followed by the fertilization of 
eggs: finally, these were placed in a Woynarovich incubator of 200L with 
ascendant flow capacity. The stage of embryonic development when the embryos 
were submitted to -14°C for each hour after fertilization (HAF) corresponded to 
blastomeration (-8 to 16 cells) for embryos of 1 HAF, intermediate gastrulation 
(50% of epiboly) for those of 6 HAF, and segmentation (formation of somites and 
appearance of optic vesicle) for the embryos of 10 HAF. After each HAF had been 
reached, both the viable embryos and the solvent were packed in Falcon tubes of 
13m1(1:1), and placed in a thermal box with an internal temperature of 6,2°C for 10 
minutes; subsequently, they were submitted to conservation at -14°C for 60 
minutes. The embryos which were not submitted to conservation were considered 
as control. After reaching this period of time, the Falcon tube were put in water at 
27°C for 9 minutes in order to balance their internal temperature with the 
temperature of the external water (incubation water). Finally, embryos were placed 
in 2L experimental incubators with ascendant flow capacity where they started the 
artificial incubation process again. The highest hatching rate was observed in 
embryos of 10 HAF and preserved with MET at 10 and 15% (87,0±1,8% and 
83,3±3,1%, respectively), without showing statistic differences with regard to the 
control (90,6±1,1%) (p>0,05). Meanwhile, the lowest hatching percentages were 
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observed when they were preserved with ETG at 10 and 15% (42 ± 8,0% and 21,4 
± 4,8%), differing statiscally with regard to control (90,6±1,1%) (p<0,05). In 
conclusion, P. brachypomus embryos of 10 HAF kept at -14°C for one hour using 
MET at 10 and 15% as cryoprotectants, preserve their viability, allowing to attain 
satisfactory hatching percentages. 
Key words: conservation, crioprotectant, larvae, Piaractus brachypomus, hatching 
rate, viability rate. 
Introducción 
Desarrollar metodologías que preserven la integridad biológica y estructural de las 
células y tejidos al momento de ser almacenadas a temperaturas bajo cero o 
criogénicas (-196°C), proporcionan un gran número de ventajas al momento de 
aplicarlas en gametos o embriones de especies ícticas. Entre ellas se encuentra el 
establecimiento de bancos de germoplasma en espacios pequeños, 
salvaguardando especies que se encuentren amenazadas y/o en peligro de 
extinción; de igual forma, conservar embriones de peces proporciona seguridad en 
la sanidad de las especies en los establecimientos donde se realiza reproducción, 
debido a que el transporte de animales reproductores entre fincas sería 
reemplazado por la movilidad de embriones, disminuyendo el riesgo de contagio 
de enfermedades que podrían presentarse en animales adultos (Ballou, 1992; 
Wildt et al., 1993; Zhang y Rawson, 1995; Hagedorn et al., 1996; Wildt et al., 1997; 
Bart, 2000) 
Debido a lo expuesto anteriormente y teniendo en cuenta que la crioconservación 
de embriones de peces se encuentra en desventaja respecto a la crioconservación 
del material biológico de mamíferos, diferentes investigaciones se han llevado a 
cabo con el fin de establecer protocolos especie/específicos que permitan obtener 
resultados satisfactorios en cuanto a viabilidad embrionaria y eclosión larvaria. No 
obstante, a lo largo de los estudios realizados se han determinado problemáticas 
que evitan que la aplicación de esta biotecnología obtenga resultados positivos. 
Dichas problemáticas son ocasionadas por: a) Las membranas que rodean el 
embrión debido a que presentan diferentes permeabilidades evitando que el 
crioprotector ingrese a las células de manera uniforme; b) Sensibilidad a la 
refrigeración que presentan los embriones; c) La toxicidad de los crioprotectores 
(Zhang y Rawson, 1996; Hagedorn et al., 1997; Hagedorn et al., 1998; Janik et al., 
2000) 
En Latinoamérica, pocos estudios sobre conservación de embriones de especies 
ícticas se han desarrollado, encontrándose un trabajo en Pacú (Piaractus 
mesopotamicus) donde refrigeraron embriones de cuatro estadios de desarrollo 
durante 6 y 10 horas a -8°C, encontrando resultados favorables para esta especie 
(Lopes et al., 2011). A nivel nacional, las investigaciones sobre crioconservación 
de material biológico han estado conducidas a la crioconservación de gametos 
masculinos de especies nativas como el Yamú (Brycon amazonicus), Cachama 
blanca (Piaractus brachypomus), bagre rayado (Pseudoplatystoma metaense) 
(Cruz Casallas et al., 2006; Ramírez-Merlano eta?., 2011; Ramírez-Merlano et al., 
2011), creando la necesidad de implementar esta biotecnología en embriones de 
peces de la especie nativa más cultivada en Colombia, la Cachama blanca 
(Piaractus brachypomus) (Arias, 1988; González, 2000), teniendo en cuenta la 
importancia y ventajas que conduce el aplicar este procedimiento en este tipo de 
material biológico. De igual forma, el lograr desarrollar de manera eficaz la 
conservación de embriones de P. brachypomus, permitirá proporcionar a los 
piscicultores una nueva opción de producción de la especie en épocas cuando no 
es posible reproducir en cautividad animales sexualmente maduros. Por lo 
anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad de la conservación de 
embriones de Piaractus brachypomus obtenidos en tres horas post-fertilización 
almacenados durante una hora a -14°C bajo la aplicación de dos sustancias 
crioprotectoras en dos concentraciones cada una. 
48 
Materiales y métodos 
Localización y descripción del área del estudio. 
La investigación se realizó en el Laboratorio de Reproducción y Crioconservación 
del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos, ubicado en la ciudad 
de Villavicencio, departamento del Meta (Colombia). Sus instalaciones están 
situadas a una altura promedio sobre el nivel del mar de 420 metros, con 
temperatura media ambiental de 26°C, humedad relativa del 75% y precipitación 
anual de 4.050 mm. 
Material biológico. 
Para !a obtención de los embriones se utilizaron animales adultos (hembras y 
machos) de Cachama blanca (Piaractus brachypomus), provenientes del plantel 
de reproductores de la estación piscícola de la Universidad de los Llanos. 
La selección de los reproductores se llevó a cabo en dos etapas. La primera, se 
realizó en campo donde se pre-seleccionaron animales teniendo en cuenta el 
desarrollo corporal de los mismos, que para el caso de las hembras fueron 
aquellas que presentaron abdomen abultado, y para los machos, aquellos 
individuos que mostraron presencia de semen luego de realizar masaje de la zona 
abdominal. La forma de captura se desarrolló mediante malla de arrastre, donde 
una vez seleccionados fueron trasladados en bolsas de plástico a piletas 
circulares de manejo ubicadas en la sala de reproducción de la estación piscícola, 
donde permanecieron durante 48 horas con el propósito de reducir la intensidad 
del estrés generado por la manipulación y administrar los tratamientos de 
inducción hormonal para propiciar el respectivo desove y espermiación. 
En la segunda etapa de selección, se tuvo en cuenta además del desarrollo 
corporal la condición de madurez sexual. En las hembras, esta última se 
49 
determinó a través de biopsia ovárica realizada mediante introducción de catéter 
plástico en la papila urogenital, obteniendo una muestra representativa de ovocitos 
(-40) a los que se les determinó el estado de maduración y la posición de sus 
núcleos o vesículas germinales. En los machos, la madurez sexual se determinó 
por la presencia de semen en la papila urogenital luego de realizar presión en 
sentido cráneo-caudal de la región celómica del animal. Finalmente, los animales 
seleccionados fueron identificados individualmente mediante chaquiras de colores 
instaladas en la aleta dorsal para las hembras y en la aleta caudal para los 
machos, registrando la longitud total (cm) y el peso corporal (kg) de cada uno. 
Los procedimientos que implicaron manipulación de los animales fueron realizados 
de conformidad con las normas y procedimientos para el uso de animales de 
laboratorio, descritas por el Committee on Care and Use of Laboratory Animal 
Resources - National Research Council, USA (1996). 
Inducción hormonal a la maduración final de las gónadas. 
La maduración final de las gónadas y posterior ovulación de las hembras se 
realizó mediante aplicación intramuscular de extracto de hipófisis de carpa - EHC 
(Stoller Fisheries, USA) con una dosis total de 5,75mg.Kg
-1 
 de peso corporal, 
distribuida en tres aplicaciones (0,25 (Oh) 0,5 (24h) 5 (36h) mg.kg
-1). Entre tanto, la 
inducción hormonal de los machos se efectuó mediante única inyección 
intramuscular de EHC, equivalente a 4mg.Kg
-1 
 de peso corporal, aplicada 
simultáneamente con la segunda dosis de inducción hormonal de la hembra. 
Obtención de embriones. 
El procedimiento inició con la inmersión de la hembra en una solución 
tranquilizante, de 2-Fenoxietanol (300 ppm, Sigma Chemical Co., St. Louis, 
Missouri, USA), durante 3 a 5 minutos. Una vez perdido el eje de nado, la hembra 
fue extraída y secada con toallas de papel en la región abdominal para evitar el 
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contacto de los ovocitos con el agua, como también, se efectuó una leve presión 
abdominal para provocar expulsión de orina. Finalmente, se realizó una nueva 
presión abdominal en sentido cráneo-caudal del animal con el fin de extraer los 
ovocitos; estos fueron colectados en un recipiente plástico seco. 
Una vez terminado el desove artificial de la hembra, se sumergió al macho en la 
misma solución tranquilizante utilizada para la hembra y bajo el mismo tiempo. 
Perdido el eje de nado del pez, se secó con toallas de papel la región abdominal 
teniendo la misma precaución de no permitir el contacto de los gametos con el 
agua al momento de la espermiación. La técnica utilizada para la expulsión del 
semen se realizó de manera similar que la empleada para la obtención de los 
ovocitos (presión suave sobre la región celómica), colectando el semen en el 
mismo recipiente donde fueron depositados los óvulos. Inmediatamente después, 
se mezclaron mediante una pluma seca y limpia, efectuando movimiento en 
sentido circular logrando homogenizar los gametos del macho y de la hembra. Por 
último, se realizó la fertilización de los ovocitos a través de la aplicación de agua 
de incubadora sobre los gametos. Este procedimiento se realizó repetidamente 
hasta alcanzar la hidratación de los huevos recién fertilizados (cigotos), los cuales 
fueron utilizados para el desarrollo de la presente investigación. 
Tratamientos. 
Se ejecutaron doce (12) tratamientos, compuestos por dos (2) soluciones 
crioprotectoras, Etilenglicol (ETG, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) y Metanol 
(MET, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), dos (2) concentraciones para cada 
solución crioprotectora (10% y 15%) y tres (3) tiempos de desarrollo embrionario 
(1, 6 y 10 horas post-fertilización — HPF). Se realizaron cuatro (4) réplicas para 
cada tratamiento (Tabla 1). 
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Tabla 1. Descripción de los tratamientos utilizados para la conservación de 
embriones de Cachama blanca (P. brachypomus). 
TRATAMIENTO CRIOPROTECTOR DILUYENTE 
HORA 
POSTFERTILIZACIÓN 
(HPF) 
1 
ETG 10% 
Glucosa 20% 
NaCI 0,9% 1 
2 
ETG 10% 
Glucosa 20% 
NaCI 0,9% 6 
3 ETG 10% 
Glucosa 20% 
NaCI 0,9% 10 
4 
ETG 15% 
Glucosa 20% 
NaCI 0,9% 1 
5 
ETG 15% 
Glucosa 20% 
NaCI 0,9% 6 
6 ETG 15% 
Glucosa 20% : NaCI 0,9% 10 
7 MET 10% 
Glucosa 20% 
NaCI 0,9% 1 
8 MET 10% 
Glucosa 20% NaCI 0,9% 6 
9 MET 10% 
Glucosa 20% NaCI 0,9% 10 
10 MET 15% 
Glucosa 20% 
NaCI 0,9% 1 
11 
MET 15% 
Glucosa 20% NaCI 0,9% 6 
12 
MET 15% 
Glucosa 20% NaCI 0,9% 10 
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Preparación de diluyentes. 
La preparación de los diluyentes utilizados en el proceso de conservación a -14°C, 
se efectuó tomando glucosa reactiva (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
mediante cucharilla plástica estéril, equilibrando la cantidad estimada para cada 
tratamiento (15 gr.) a través de una báscula electrónica (400gr. Ohaus, USA), 
donde fue depositada en un Baker con 15 ml iniciales de solución salina fisiológica 
(NaCl 0,9%) agregados previamente, mezclando con un agitador de vidrio hasta 
que la glucosa se disolvió totalmente en el cloruro de sodio (NaCl 0,9%). 
Seguidamente, se tomó el volumen necesario de cada uno de los crioprotectores 
(7.5 ml para la concentración de 10% y 11,25 i1l para la concentración de 15%) 
mediante pipeta de vidrio de 5 ml aforada y se agregaron al Baker con la glucosa 
correspondiente para cada tratamiento. La mezcla del agente crioprotector con la 
glucosa fue completada con una nueva cantidad de cloruro de sodio (NaCI 0,9%) 
hasta obtener 75 ml como volumen final del diluyente a utilizar para la 
conservación de los embriones. 
Sistema de empaque de las muestras. 
Una vez obtenidos los embriones a través de reproducción artificial, fueron 
distribuidos en una incubadora tipo Woynarovich de 200 L de capacidad con flujo 
ascendente. Al momento de cumplir cada hora post-fertilización a evaluar (1, 6 y 
10 HPF), se tomaron muestras de embriones mediante varilla de vidrio los cuales 
se colocaron en cajas de petri de donde fueron colectados los embriones viables a 
través de pipeta de Pasteur y envasados en tubos Falcon de plástico estériles y 
rotulados con capacidad de 13 ml, hasta completar 6 ml de embriones. 
Seguidamente, a cada tubo Falcon se adicionaron 6 ml del diluyente 
correspondiente (ETG 10%, ETG 15%, MET 10%, MET15%) hasta completar una 
muestra final de 12 ml (6 ml de embriones + 6 ml de diluyente, proporción 1:1). 
Finalmente, las muestras fueron agitadas suavemente asegurando una mezcla 
homogénea de los embriones con el crioprotector. Una sub-muestra de 6 ml de 
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embriones en cada hora post-fertilización (HPF) fue tomada con el objetivo de 
cuantificar el número de los mismos para cada tiempo (1, 6 y 10 HPF). 
Protocolo para la conservación y post-conservación de embriones de P. 
brachypomus. 
Empacados los embriones más el diluyente en los tubos Falcon en cada HPF, se 
dispusieron en una gradilla de 24 puestos la cual fue introducida en una cava que 
presentaba una temperatura de 6°C, y medida mediante una termocupla (Fluke 
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 Thermometer, 
USA). Allí se mantuvieron durante 10 minutos, tiempo en el cual los 
embriones iniciaron el proceso de intercambio del líquido extra e intracelular por el 
diluyente y se acondicionaron a la nueva temperatura (periodo de equilibrio). 
Pasado este lapso, las muestras se llevaron a un congelador comercial (Samsung 
RS20 — 555L, USA) donde fueron dispuestos en una gradilla metálica de 24 
puestos y conservados a -14°C durante 1 hora. El protocolo anteriormente 
mencionado fue implementado para las tres horas post-fertilización estudiadas (1, 
6 y 10 HPF). 
Transcurrido el tiempo de conservación para cada hora post-fertilización (HPF) se 
retiraron los tubos del congelador y se dispusieron en baño de agua a 27°C 
durante 9 minutos, ocasionando que la temperatura al interior del tubo Falcon se 
iguale y equilibre a la temperatura del agua en la que continuarán su proceso de 
incubación artificial. La temperatura mencionada fue validada mediante ensayo 
previo introduciendo dos termocuplas (Fluke 51 Thermometer, USA), cada una en un 
tubo Falcon con el diluyente sometido a -14°C, monitoreando la temperatura 
interna del tubo Vs. el tiempo de equilibrio de esta temperatura una vez fueron 
sumergidos los tratamientos en el agua; la temperatura del agua fue medida con 
un termómetro convencional de mercurio. Posterior a los 9 minutos, los embriones 
de cada tratamiento fueron lavados con agua de incubadora con el objetivo de 
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eliminar el diluyente y sembrados en incubadoras de tipo experimental de flujo 
ascendente con capacidad para 2 L de agua. 
Evaluación del efecto del diluyente sobre la morfología embrionaria pre- 
conservación y post-conservación en diferentes horas post-fertilización (1, 6 
y 10). 
> Evaluación pre-conservación: 
Se tomaron inicialmente dos muestras de embriones de la incubadora control 
mediante varilla de vidrio con el objetivo de realizar los siguientes procesos antes 
de ser conservados. 
Una primera
. 
 muestra de embriones fue colocada en una caja de petri con 2 ml de 
agua de incubadora, la cual fue utilizada para efectuar registro fotográfico de los 
embriones mediante un software de imagen ACT-2U, conectado a un controlador 
(Nikon Digital Sight, DS-U1) y este a una cámara digital (Nikon Digital Sight, DS-
5M, Japón) ajustada a un estereoscopio binocular (Nikon SMZ 800, Japón). Este 
registro fotográfico tuvo dos objetivos principales, de los cuales el primero fue 
observar el estadio en el cual los embriones fueron conservados pasado cada 
tiempo post-fertilización (1, 6 ó 10 HPF), teniendo como referencia la hora cero de 
iniciada la incubación artificial del control; y el segundo, fue evaluar la morfología 
embrionaria pre-conservación (estado del corion y de las estructuras del embrión) 
sin la adición de diluyentes, tomándolos como referencia para la comparación con 
las muestras a las que se les adicionó diluyentes en sus respectivas 
concentraciones (10 y 15%). 
La segunda muestra se dividió en cuatro sub-muestras repartidas en cajas de 
petri, donde a cada una se le añadió 2 ml de cada diluyente (ETG 10%, ETG 15%, 
MET 10%, MET 15%) mediante pipeta plástica de Pasteur. A estas sub-muestras, 
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se les tomó registro fotográfico a través de un software de imagen ACT-2U, 
conectado a un controlador (Nikon Digital Sight, OS-U1) y este a una cámara 
digital (Nikon Digital Sight, DS-5M, Japón) ajustada a un estereoscopio binocular 
(Nikon SMZ 800, Japón). En esta ocasión, se evaluó el efecto de la concentración 
del diluyente sobre la morfología de los embriones pre-conservación, observando 
el estado del corion y de las estructuras del embrión. Las muestras fueron 
comparadas con los registros fotográficos obtenidos de los embriones control. 
Los dos momentos de registros fotográficos pre-conservación mencionados 
anteriormente, fueron realizados una vez cumplida cada una de las horas post-
fertilización (1, 6y 10 HPF). 
Evaluación post-conservación: 
Pasada la hora de conservación a -14°C y una vez retirados los embriones del 
congelador, se obtuvo una sub-muestra de cada uno de los tratamientos mediante 
pipeta plástica de Pasteur, colocándolas en cajas de petri identificadas con el 
nombre del diluyente al que correspondía cada muestra. Se tomó registro 
fotográfico post-conservación mediante software de imagen ACT-2U, conectado a 
un controlador (Nikon Digital Sight, DS-U1) y este a una cámara digital (Nikon 
Digital Sight, DS-5M, Japón) ajustada a un estereoscopio binocular (Nikon SMZ 
800, Japón). En esta etapa, el objetivo del registro fotográfico fue observar la 
morfología de los embriones para determinar si hubo o no cambios en las 
estructuras del embrión luego del sometimiento a -14°C. Para esto, se tuvo como 
referencia las imágenes -obtenidas de los embriones píe-conservación 
impregnados en los diluyentes. Así mismo, una muestra de embriones (-30) fue 
tomada de la incubadora control para comparar el estadio de desarrollo de estos 
con los embriones sometidos a conservación durante una hora. El protocolo 
anteriormente mencionado fue implementado para los tres tiempos post- 
fertilización (1, 6 y 10 HPF). 
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Microscopía Electrónica de Barrido de embriones de P. brachypomus de 
diferentes horas post-fertilización (1, 6 y 10 HPF). 
Con el objetivo de evaluar la morfología y las estructuras del embrión post-
conservación en cada una de las horas post-fertilización (1, 6 y 10 HPF), se 
tomaron muestras de embriones (-30) al azar de cada tratamiento (MET 10 y 
15%, ETG 10 y 15%) una vez cumplida la hora de almacenamiento a -14°C y 
equilibrada la temperatura interna del tubo Falcon con la temperatura del agua de 
incubación (Ver protocolo para la conservación y post-conservación de 
embriones). La fijación de los embriones se realizó mediante adición de 
Formaldehido Buferado al 10% a recipientes plásticos estériles, los cuales estaban 
identificados según el tratamiento correspondiente y en donde finalmente se 
depositaron los embriones. La fijación se llevó a cabo con el fin de mantener los 
embriones en el estadio embrionario en el cual fueron tomados (1, 6 y 10 HPF), 
evitando de igual forma alteraciones en las estructuras embrionarias para cada 
hora post-fertilización. 
Cuantificación de la viabilidad y eclosión de los embriones post-
conservación sometidos a incubación artificial. 
> Cuantificación de la viabilidad: 
La viabilidad de los embriones se calculó cada hora a partir de iniciada la 
incubación artificial post-conservación y se realizó tomando tres muestras 
representativas (-50) de embriones de cada incubadora experimental o réplica, 
mediante una varilla de vidrio. La evaluación consistió en referir el número de 
embriones traslúcidos y blancos, de un total de treinta (30) embriones contados en 
cada medición, donde traslúcido indicó viabilidad embrionaria y blanco exteriorizó 
mortalidad o no viabilidad de los embriones. El resultado de la viabilidad 
embrionaria de cada tratamiento se expresó en porcentaje (%). 
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Cuantificación de la eclosión: 
La eclosión embrionaria de los tratamientos se cuantificó mediante observación en 
varilla de vidrio, tomando tres muestras representativas (-50) de cada réplica y 
refiriendo las larvas no eclosionadas sobre el total de larvas contadas (treinta 
larvas) en cada medición o muestreo. El resultado de la eclosión se expresó en 
porcentaje (%). 
Determinación de la tasa de cambio de la temperatura durante el tiempo de 
equilibrio, conservación y post-conservación de embriones de P. 
brachypomus. 
Tiempo de equilibrio: 
Para este fin, se introdujo una termocupla (Fluke 51K/J Thermometer, USA) dentro de 
un tubo Falcon, el cual estaba dispuesto en una gradilla ubicada al interior de una 
cava de hicopor que presentaba una temperatura interna de 6°C. Una vez 
introducida la termocupla en el tubo Falcon (que contenía el diluyente con el cual 
los embriones fueron conservados a -14°C), se registró la temperatura con 
intervalos de 5 segundos hasta completar los 10 minutos previstos para el tiempo 
de equilibrio de los embriones con la solución crioprotectora; para la medición del 
tiempo se utilizó un cronómetro digital convencional. Este procedimiento se realizó 
3 veces para cada tratamiento (MET 10 y 15%, ETG 10 y 15%). 
> Conservación a -14°C: 
Culminados los 10 minutos del tiempo de equilibrio, se retiró la gradilla de la cava 
y se introdujo rápidamente junto con el tubo Falcon y la termocupla (Fluke 51KJJ 
Thermometer, 
USA) a un congelador comercial (Samsung RS20 — 555L, USA) el cual 
su temperatura interna era de -14°C; la temperatura fue registrada cada 10 
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segundos hasta completar 1 hora de almacenamiento y se inició la medición una 
vez la puerta del congelador fue cerrada. Para la medición del tiempo se utilizó un 
cronómetro digital convencional y el procedimiento se realizó 3 veces para cada 
tratamiento (MET 10 y 15%, ETG 10 y 15%). 
> Post-conservación: 
Cumplida la hora de conservación a -14°C durante 60 minutos, se retiró del 
congelador comercial (Samsung RS20 — 555L, USA) la gradilla junto con el tubo 
Falcon y se introdujo dentro de un recipiente con agua de incubación la cual 
presentaba una temperatura de 27°C. Una vez introducido el 90% del tubo Falcon 
en el agua, se inició el registro de la temperatura con intervalos de 5 segundos 
hasta completar 9 minutos. La temperatura interna del tubo Falcon fue medida 
mediante una termocupla (Fluke 51KJJ Thermometer, USA) y para la medición del 
tiempo se utilizó un cronómetro digital convencional. El procedimiento se realizó 3 
veces para cada tratamiento (MET 10y 15%, ETG 10 y 15%). 
Análisis estadístico. 
Se aplicó un arreglo factorial asimétrico balanceado 22x3 en el tiempo efecto fijo, 
mediante un diseño de estructura completamente aleatorizado, donde los factores 
fueron crioprotector (Metanol y Etilenglicol), concentración del crioprotector (10 y 
15%), tiempo post-fertilización (1, 6 y 10 HPF), donde las variables de respuestas 
fueron el porcentaje de viabilidad embrionaria y eclosión, medidos cada hora a 
partir de iniciada la incubación post-conservación. Se convalidaron los supuestos 
asociados con el modelo experimental (normalidad, aleatoriedad, independencia 
de los errores experimentales, homogeneidad de varianzas y no relación de 
medidas y varianzas). 
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Los datos fueron expresados como media ± error estándar de la media (SEM). 
Posteriormente, los datos fueron analizados mediante análisis de varianza 
(ANOVA), previo análisis de homogeneidad y normalidad (Kolmogorov-Simirnov) 
de los datos. Para observar diferencias estadísticas significativas se utilizó prueba 
de Tukey donde para todos los casos P<0.05 fue utilizado como criterio estadístico 
para revelar significancia entre los valores. Los datos fueron analizados mediante 
el software GraphPad Prism versión 5.01 para Windows. 
Resultados 
Efecto del crioprotector sobre la morfología pre y post-conservación de 
embriones de Cachama blanca (P. brachypomus) de diferentes horas post- 
fertilización (1, 6 y 10 HPF). 
Morfología embrionaria pre y post-conservación (1 HPF): 
El estadio de desarrollo de los embriones a la 1 HPF, correspondió a embriones 
en proceso de blastomeración (-8 y 16 células) y epibolia inicial (blastodisco). En 
la figura 1, se observa la división celular o formación de blastómeros en etapa de 8 
células, proceso que termina una vez alcance el clivaje de 64 células, 
identificándose como un patrón de división meroblástica discoidal, el cual ocurre 
en el polo animal del embrión. También se hace evidente el gran espacio 
perivitelínico el cual corresponde al área libre existente entre la superficie del 
embrión y el corion. De igual forma se detalla el polo animal, lugar en el que se da 
inicio al desarrollo del embrión mediante la continua división celular (formación de 
blastómeros), como también se observa el polo vegetal. La primera barrera 
embrionaria, el corion, conserva su integridad morfológica 
Al someter los embriones a las sustancias crioprotectoras antes de ser 
conservados no se observan cambios en las estructuras embrionarias; sin 
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embargo, al realizar comparación del corion con los embriones control, se 
evidenció la presencia de pliegues en la totalidad de embriones a los que se les 
adicionó diluyente en las dos concentraciones (10 y 15%). No obstante, estos 
pliegues del corion no indicaron rompimiento del mismo (Figura 2). 
Figura 1. Embrión control de Cachama blanca (P. brachypomus) de 1 HPF. 
Estadio de desarrollo embrionario blastomeración (-8 blastómeros). (co) corion; 
(bl) blastómero; (ep) espacio perivitelínico; (db) disco-blástula; (pa) polo animal; 
(pv) polo vegetal. (30x). 
Figura 2. Embriones de Cachama blanca (P. brachypomus) pre-conservación de 1 
HPF sometidos a diferentes crioprotectores. (A) ETG 10%, (B) ETG 15%, (C) MET 
10%, (D) MET 15%. (30x) 
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Finalizada la hora de conservación a -14°C se observó el estadio de desarrollo y 
morfología de los embriones control (Figura 3), con el fin de determinar cambios 
entre estos embriones y los que fueron sometidos a conservación (Figura 4). Las 
muestras control alcanzaron la etapa de discoblástula durante este lapso de 
tiempo (1 hora); se observa el blastodisco completamente formado y elevado 
(blastulación intermedia), el cual iniciará su descenso dando origen a la 
gastrulación (epibolia). Los embriones mantienen su forma esférica y el corion no 
se observó alterado (Figura 3). Por su parte, los embriones sometidos a 
conservación mostraron irregularidades en el corion, revelando un aspecto de 
arrugamiento sobre sí mismo pero manteniendo el gran espacio perivitelínico que 
los caracteriza (Figura 4). En cuanto al desarrollo embrionario, se observa un leve 
detenimiento del mismo observándose más claramente en los embriones 
sometidos con metanol al 10 y 15%, los cuales aún se encuentran en la fase final 
de la blastomeración (Figura 4). 
Figura 3. Embrión control de Cachama blanca (P. brachypomus) de 1 HPF, luego 
de la conservación de los tratamientos a -14°C durante una hora. Estadio de 
desarrollo embrionario en blastulación. (db) discoblástula; (pv) polo vegetal. (30x) 
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Figura 4. Embriones de Cachama blanca (P. brachypomus) de 1 HPF 
conservados a -14°C durante una hora. (A) ETG 10%, (B) ETG 15%, (C) MET 
10%, (D) MET 15%. (30x). 
Morfología embrionaria pre y post-conservación (6 HPF): 
Los embriones control mostraron estadio de gastrulación intermedia (epibolia del 
50%) al cumplirse la sexta hora de incubación artificial (Figura 5). Se observa 
claramente el anillo germinal, el cual se va extendiendo hasta llegar al polo 
vegetal, donde se da el cierre del blastoporo; de igual forma se aprecia como las 
células blastodérmicas y periblásticas van cubriendo el saco vitelino conforme 
avanza el desarrollo. Finalmente, el corion no muestra alteraciones y el embrión 
tiende a modificar su forma esférica por una ovalada (Figura 5). Por su parte, las 
cuatro sub-muestras de embriones que fueron impregnadas con los 
crioprotectores, presentaron oscurecimiento en diferentes zonas del vitelo y anillo 
germinal, siendo más intenso en los tratamientos con ETG 10 y 15% y MET 15%. 
En todos los embriones, hubo arrugamiento del corion (Figura 6). 
l'A 
)›.1 
\ DIRECTORA 
CA 
63 
A B 
e 
Figura 5. Embrión control de Cachama blanca (P. brachypomus) de 6 HPF. 
Estadio de desarrollo embrionario en gastrulación intermedia (50% de epibolia). 
(ag) anillo germinal; (bp) borde del periblasto; (sv) saco vitelino. (30x) 
Figura 6. Embriones de Cachama blanca (P. brachypomus) pre-conservación de 6 
HPF sometidos a diferentes crioprotectores. (A) ETG 10%, (B) ETG 15%, (C) MET 
10%, (D) MET 15%. (30x) 
La morfología de los embriones sometidos a conservación a -14°C durante 1 hora 
de almacenamiento, mostró variación cuando se compararon con el embrión 
control de la misma hora (Figura 7). En el embrión control, se evidencian 
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claramente las estructuras embrionarias tales como el anillo germinal, tapón del 
vitelo y el borde del periblasto, en donde este último en los embriones 
conservados a -14°C no es fácilmente identificable, debido a que estos presentan 
una coloración oscura difusa sobre el saco vitelino ocasionada posiblemente por la 
adición de los crioprotectores (Figura 8). Así mismo, en este grupo de embriones 
post-conservación (Figura 8), el estadio de desarrollo se encuentra atrasado en 
comparación con el embrión control (Figura 7), observándose claramente en el 
tratamiento con ETG 10% un embrión en estadio de epibolia del 40%. El corion se 
mostró con apariencia arrugada en los embriones sometidos a conservación 
(Figura 9), al compararlo con el embrión control (Figura 7). 
Figura 7. Embrión control de Cachama blanca (P. brachypomus) de 6 HPF, luego 
de la conservación de los tratamientos a -14°C durante una hora. Estadio de 
desarrollo embrionario en epibolia del 80% (gastrulación final). (co) corion; (ag) 
anillo germinal; (tv) tapón del vitelo o botón; (bp) borde del periblasto; (pv) polo 
vegetal. (30x) 
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Figura 8. Embriones de Cachama blanca (P. brachypomus) de 6 HPF 
conservados a -14°C durante una hora. (A) ETG 10%, (B) ETG 15%, (C) MET 
10%, (D) MET 15%. (30x) 
Morfología embrionaria pre y post-conservación (10 HPF): 
En esta hora post-fertilización se observa la etapa de segmentación embrionaria, 
la cual se caracteriza por la aparición del ectodermo y de los rudimentos de los 
órganos primarios como lo son la vesícula óptica y la aparición de somitas; el 
embrión comienza a tomar una forma arqueada, se empieza a diferenciar la 
cabeza de la cola y el espacio perivitelínico se hace más estrecho conforme 
continúa el crecimiento embrionario (Figura 9). Entre tanto, luego de impregnar 
una muestra de embriones en los tratamientos (Figura 10), se observa que la 
morfología embrionaria en este grupo no varió, evidenciándose claramente las 
mismas partes señaladas en el tratamiento control (Figura 9). No obstante, la 
única alteración ocurrió en el corión, presentando este un aspecto estriado y/o 
arrugado (Figura 10). 
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Figura 9. Embrión control de Cachama blanca (P. brachypomus) de 10 HPF. 
Estadio de desarrollo embrionario en segmentación. (pa) parte anterior; (pc) parte 
caudal; (yo) vesícula óptica; (ec) ectoderrno; (so) somitas; (sv) saco vitelino. (30x) 
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Figura 10. Embriones de Cachama blanca (P. brachypomus) pre-conservación de 
10 HPF sometidos a diferentes crioprotectores. (A) ETG 10%, (B) ETG 15%, (C) 
MET 10%, (D) MET 15%. (30x) 
Al evaluar la morfología embrionaria de los embriones que fueron conservados a - 
14°C por un tiempo de una hora (Figura 12), se observa que los tratamientos con 
ETG 10 y 15%, fueron los que presentaron mayor alteración morfológica, 
evidenciándose un retraso importante en la ontogenia embrionaria en comparación 
con los tratamientos de MET 10 y 15%, siendo MET 10% el que presentó mayor 
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similitud al compararse con el embrión control de la misma hora post-fertilización 
(Figura 11). En todos los tratamientos evaluados el corion se mostró arrugado; así 
mismo, los tratamientos con ETG 10% y MET 15%, presentaron una coloración 
oscura en el saco vitelino (Figura 12). Por su parte, la figura 11 muestra un 
desarrollo embrionario normal de P. brachypomus, aumentando la aparición de 
somitas sobre la región dorsal del embrión, mayor elongación y una diferenciación 
céfalo-caudal con simetría bilateral. 
Figura 11. Embrión control de Cachama blanca (P. brachypomus) de 10 HPF, 
luego de la conservación de los tratamientos a -14°C durante una hora. Estadio de 
desarrollo embrionario en segmentación. (30x) 
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Figura 12. Embriones de Cachama blanca (P. brachypomus) de 10 HPF 
conservados a -14°C durante una hora. (A) ETG 10%, (B) ETG 15%, (C) MET 
10%, (D) MET 15%. (30x) 
Morfología larval post-conservación: 
Las larvas que eclosionaron del tratamiento control no presentaron alteraciones en 
su morfología (Figura 13). Se observa claramente la neurulación, con la formación 
de la notocorda sobre la parte dorsal de las somitas las cuales en este momento 
de desarrollo ya son pareadas; así mismo, inician los primeros movimientos 
!amarlos autónomos debido a la elongación total que sufrió durante el último 
estadio de desarrollo del embrión, donde la cola se separó totalmente del saco 
vitelino permitiendo realizar movimientos fuertes y provocar la eclosión (Figura 13). 
Figura 13. Larva eclosionada de Cachama blanca (P. brachypomus) del 
tratamiento control. (30x) 
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Entre tanto, las larvas que eclosionaron producto de los embriones de 6 HPF 
sometidos a conservación durante 1 hora a -14°C bajo diferentes crioprotectores, 
mostraron desarrollo normal en cuanto a la parte cefálica, formación de somitas y 
notocorda (neurulación) y elongación de la cola (desprendimiento de la misma del 
saco vitelino) (Figura 14). No obstante, en la parte terminal de la región caudal se 
presenció una leve malformación cuando fueron conservados con los tratamientos 
ETG 15% y MET 15% (Figura 14). 
Figura 14. Larvas eclosionadas de Cachama blanca (P. brachypomus) del 
tratamiento de 6 HPF y sometidas a diferentes tratamientos. (A) ETG 10%, (B) 
ETG 15%, (C) MET 10%, (D) MET 15%. (30x) 
En las larvas eclosionadas de los embriones de 10 HPF y sometidos a 
conservación bajo la adición de diluyentes como ETG al 10 y 15%, se observó 
encorvamiento de las larvas, siendo más pronunciada en aquellas bajo el 
tratamiento con ETG al 10%. Diferente ocurrió con los tratamientos con MET al 10 
y 15%, observándose un desarrollo larvario normal (Figura 15). Lo anterior fue 
comparado con la imagen obtenida de una larva del tratamiento control (Figura 
13) 
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Figura 15. Larvas eclosionadas de Cachama blanca (P. brachypomus) del 
tratamiento de 10 HPF y sometidas a diferentes tratamientos. (A) ETG 10%, (B) 
ETG 15%, (C) MET 10%, (D) MET 15%. (30x) 
Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) de embriones de Cachama blanca 
(P. brachypomus) post-conservación de diferentes horas post-fertilización 
(1, 6 y 10 HPF). 
Embriones de 1 HPF: 
Se observa un embrión del tratamiento control en etapa inicial de clivaje o división 
celular, la cual ocurre en la parte superior y central del polo animal (Figura 16). Las 
lesiones que se observan sobre el vitelo en sentido vertical, fueron ocasionadas 
durante el proceso de la toma de las fotografías debido a la deshidratación del 
embrión previo a la toma y al cambio de presión al interior de la cámara durante la 
captura de la imagen (Figura 16). Los embriones que fueron sometidos a 
conservación con los diferentes tratamientos presentaron diferencias en cuanto a 
la morfología embrionaria se refiere luego de la conservación a -14°C (Figura 17). 
Los embriones conservados con MET 10% evidenciaron cambios en las 
estructuras embrionarias, detallándose claramente la división celular en la imagen 
Ay B (6 blastómeros y 8 blastómeros, respectivamente) (Figura 17). Por su parte, 
los blastómeros en ninguna de las tres imágenes son homogéneos en cuanto al 
tamaño y forma, siendo más pronunciado en el tratamiento con ETG 15% en 
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donde los blastómeros se encuentran en toda la superficie del polo animal 
dispuestos de manera asimétrica y evidenciando zonas con depresiones 
marcadas (Figura 17, C) 
Figura 16. Fotografía de SEM de embrión control de Cachama blanca (P. 
brachypomus) pre-conservación de 1 HPF. Estadio de desarrollo en 
blastomeración (inicio de división celular). (250x) 
Figura 17. Fotografías de SEM de embriones de Cachama blanca (P. 
brachypomus) post-conservación de 1 HPF sometidos a conservación durante una 
hora a -14°C bajo diferentes tratamientos. Estadio de desarrollo embrionario en 
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blastomeración. (A) MET 10% (6 blastómeros) (272x); (B) MET 10% (8 
blastómeros) (250x); (C) ETG 15% (blastomeración) (250x). 
Embriones de 6 HPF: 
Respecto a los embriones de 6 HPF pre-conservación, se observa un embrión 
control en estadio de blastulación; su forma tiende a ser ovalada y el blastodisco 
empieza a migrar hacia el polo vegetal del embrión para dar inicio a la gastrulación 
(Figura 18). 
Figura 18. Fotografía de SEM de embrión control de Cachanna blanca (P. 
brachypomus) pre-conservación de 6 HPF. Estadio de desarrollo embrionario en 
gastrulación inicial. (260x). 
Entre tanto, la figura 19 (A), revela ontogenia en gastrulación intermedia de un 
embrión post-conservación bajo el tratamiento con ETG 10%. En este momento, el 
blastodermo a cubierto el 50% de la superficie del saco vitelino, el anillo germinal 
continúa su desarrollo y el embrión empieza a aumentar en tamaño dejando su 
vez su forma esférica y cambiando a una más ovalada (Figura 19, A). A diferencia 
del anterior, el embrión sometido con MET 15% en la misma hora post-
fertilización, presentó detenimiento del desarrollo, posiblemente a causa de la 
toxicidad del crioprotector en esa concentración (Figura 19, B). Se observa 
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desprendimiento parcial de la blástula, la cual iniciaba su proceso de migración 
hacia el extremo del polo vegetal (Figura 19, B). 
Figura 19. Fotografías de SEM de embriones de Cachama blanca (P. 
brachypomus) post-conservación de 6 HPF sometidos a conservación durante una 
hora a -14°C bajo diferentes tratamientos. Estadio de desarrollo embrionario en 
gastrulación. (A) ETG 10% (Epibolia del 50%) (250x); (B) MET 15% (Gastrulación 
inicial) (250x). 
Embriones de 10 HPF: 
La morfología encontrada en los embriones de esta hora post-fertilización fue 
normal tanto en el embrión control (Figura 20) como en los embriones 
almacenados durante 1 hora a -14°C (Figura 22). La figura 20, muestra un embrión 
control en avanzado desarrollo (segmentación), donde se aprecia la diferenciación 
de la parte anterior y caudal, la formación completa del anillo germinal, la aparición 
de somitas a lo largo de este y la elongación del embrión. No obstante, aunque la 
figura 21 enseña dos embriones sometidos a diferentes crioprotectores (ETG 10 y 
15%) que presentan un desarrollo normal, este se encuentra más atrasado 
respecto al desarrollo del embrión control (Figura 20), apreciándose en menor 
medida el anillo germinal y sus estructuras (formación de somitas). 
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Figura 20. Fotografía de SEM de embrión control de Cachama blanca (P. 
brachypomus) pre-conservación de 10 HPF. Estadio de desarrollo embrionario en 
segmentación. (pa) parte anterior; (pc) parte caudal; (ag) anillo germinal; (so) 
somitas; (so) saco vitelino. (230x). 
Figura 21. Fotografías de SEM de embriones de Cachama blanca (P. 
brachypomus) post-conservación de 10 HPF sometidos a conservación durante 
una hora a -14°C bajo diferentes tratamientos. Estadio de desarrollo embrionario 
en segmentación. (A) ETG 10% (250x); (B) ETG 15% (260x). 
Eclosión larval: 
Se observa una larva eclosionada del tratamiento control donde su morfología no 
muestra cambios importantes (Figura 22). Se aprecia la formación de somitas y la 
notocorda sobre el dorso de la larva; la cola se encuentra totalmente separada del 
vitelo, lo que permitió su movimiento dentro del corion y lograr la ruptura del 
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mismo (eclosión); de igual forma, se observa el ectodermo y el tubo vitelino. Las 
depresiones que se observan en la parte superior del vitelo (flecha negra), fueron 
adquiridas por la deshidratación que sufrió la larva previo a la toma del registro 
fotográfico (Figura 22). 
Figura 22. Fotografía de SEM de larva eclosionada de Cachama blanca (P. 
brachypomus) del tratamiento control. (ec) ectodermo; (no) notocorda; (sv) saco 
vitelino; (tv) tubo vitelino. (100x) 
Al realizar comparación con la larva del tratamiento control (Figura 22), las larvas 
que eclosionaron post-conservación bajo los tratamientos de ETG al 10 y 15%, 
presentaron colas dobladas y cortas (Figura 23, A y B). No obstante, la larva 
conservada con MET 10% (Figura 23, C) no presentó diferencias en cuanto a su 
morfología, mostrando las características propias de una larva normal para esta 
especie, dentro de ellas las que se alcanzan a evidenciar en la imagen como la 
formación de somitas, notocorda, tubo vitelino y desprendimiento de la cola del 
saco vitelino (Figura 23, C). 
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Figura 23. Fotografías de SEM de larvas eclosionadas de Cachama blanca (P. 
brachypomus) post-conservación a -14°C durante una hora bajo diferentes 
tratamientos. (A) ETG 10%, (yo) vesícula óptica (200x); (B) ETG 15% (170x); (C). 
MET 10%. (130x) 
Tasa de cambio de la temperatura durante el tiempo de equilibrio, 
conservación y post-conservación de embriones de Cachama blanca (P. 
brach ypom us). 
> Tiempo de equilibrio: 
La tasa de descenso de la temperatura al interior del tubo Falcon para el 
tratamiento con MET 10% fue de 1,16°C/min (Figura 24), en un único rango 
tomado desde la temperatura inicial (momento en que la termocupla fue 
introducida al tubo Falcon, 25,4°C) y la temperatura final (tomada al terminar los 
10 minutos del tiempo de equilibrio, 13,8°C). Entre tanto, para el tratamiento con 
MET 15%, la tasa de descenso fue de 1,09°C/min, con un rango entre 25,7°C 
(temperatura inicial) y 14,7°C (temperatura final) (Figura 25). Para los tratamientos 
con ETG se observó que bajo la concentración de 10%, la velocidad de descenso 
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de la temperatura interna del tubo Falcon fue de 0,88°C/min, con un rango entre 
25,5°C (temperatura inicial) y 16,7°C al concluir el tiempo de almacenamiento 
(Figura 26). Cuando se conservó con ETG 15%, el tiempo de equilibrio para este 
tratamiento tuvo una tasa de enfriamiento de 1,13°C/min, alcanzando a los 10 
minutos 14,7°C (Figura 27). 
10 
Figura 24. Variación de la temperatura durante el tiempo de equilibrio de los 
embriones de cachama blanca (P. brachypomus) sometidos a MET 10% durante 
10 minutos (1,16°C/min de 25,4°C a 13,8°C). 
78 
T
em
p e
ra
tu
ra
 
 
( °
C
)  
26-
25-
24-
23-
22-
21-
20 
19 
18-
17-
16- 
15- 
14 
4 5 6 
Tiempo (mm) 
2 
Figura 25. Variación de la temperatura durante el tiempo de equilibrio de los 
embriones de cachama blanca (P. brachypomus) sometidos a MET 15% durante 
10 minutos (1,09°C/min de 25,7°C a 14,7°C). 
Obsérvese en las figuras 24, 25, 26 y 27, que el comportamiento del descenso de 
la temperatura fue constante durante todo el tiempo de almacenamiento a 6°C 
(temperatura al interior de la cava), presentándose la velocidad más rápida en el 
tratamiento con MET 10% (1,16°C/min, figura 24) y la más lenta cuando se 
conservó con ETG 10% (0,88°C/min, figura 26). Así mismo, el tratamiento con 
MET 10% fue el que permitió un mayor enfriamiento de los embriones, logrando 
una temperatura mínima a los 10 minutos de 13,8°C (figura 24). 
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Figura 26. Variación de la temperatura durante el tiempo de equilibrio de los 
embriones de cachama blanca (P. brachypomus) sometidos a ETG 10% durante 
10 minutos (0,88°C/min de 25,5°C a 16,7°C). 
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Figura 27. Variación de la temperatura durante el tiempo de equilibrio de los 
embriones de cachama blanca (P. brachypomus) sometidos a ETG 15% durante 
10 minutos (1,13°C/min de 26,1°C a 14,7°C). 
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> Conservación a -14°C; 
Durante la evaluación de la tasa de descenso de la temperatura al interior de los 
tubos Falcon cuando fueron conservados a -14°C durante 60 minutos bajo la 
utilización de diferentes agentes crioprotectores y concentraciones, se observó 
que el tratamiento con MET 10% tuvo una tasa de disminución de temperatura 
más rápida para el primer rango (16,1°C a 0,1°C) frente al segundo rango (0,1°C a 
-11,8°C), con velocidades de 1,51°C/min y de 0,24°C/min, respectivamente (figura 
28); obsérvese que a los 51 minutos de almacenamiento se presentó un leve 
ascenso de la temperatura en 0,4°C, regulándose nuevamente a los 55 minutos de 
almacenamiento con un descenso de temperatura hasta a -11,8°C (figura 28). 
Entre tanto, la velocidad de enfriamiento durante la conservación para el 
tratamiento con MET 15% (figura 29) fue de 1,59°C/min para el primer rango 
(16,5°C a 0°C) y de 0,28°C/min para el segundo (0°C a -13,9°C). De igual forma 
que en el tratamiento con MET 10% (figura 28), se observó un ascenso de 
temperatura en 0,6°C al final del periodo de almacenamiento, siendo más 
pronunciado cuando se conservó con MET 15% (figura 29). 
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Figura 28. Variación de la temperatura durante la conservación de embriones de 
cachama blanca (P. brachypomus) a -14°C durante una hora utilizando como 
crioprotector Metanol 10%. Rango 1:16,1°C a 0,1°C (1,51°C/min); Rango 2: 0,1°C 
a -11,8°C (0,24°C/min). 
En el tratamiento con ETG 10% se obtuvieron tasas de descenso de 3,05°C/min y 
0,24°C/min para el rango 1 (16,3°C a 0,1°C) y rango 2 (0,1°C y -13,3°C), 
respectivamente (figura 30); se observó un descen9-_, muy rápido de la 
temperatura, alcanzando en los primeros 5,5 minutos de almacenamiento los 0°C, 
al compararse con los tratamiento de MET 10% (figura 28) y 15% (figura 29), 
quienes lograron esta misma temperatura sobre los 10 minutos de conservación. 
No obstante, el tratamiento con ETG 15%, presentó velocidades de enfriamiento 
de 3,39°C/min y 0,25°C/min para los rangos 1(15,9°C a 0,1°C) y rango 2 (0,1°C a 
-14°C), respectivamente (figura 31). En este mismo tratamiento, se observó el 
descenso más rápido de la temperatura en el rango 1 (3,39°C/min), siendo la más 
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rápida entre todos los tratamientos utilizados en la preservación de los embriones 
de P. brachypomus, llegando a los 0°C cuando transcurrieron 5 minutos de 
conservación. Así mismo, en el tratamiento con ETG 10% (figuras 30) se observó 
un ascenso de la temperatura entre los 36 y 52 minutos de almacenamiento, 
diferente a lo ocurrido en los embriones conservados con ETG 15%, en donde no 
se evidenció ningún aumento de temperatura importante durante el tiempo de 
almacenamiento a -14°C (figura 31). 
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Figura 29. Variación de la temperatura durante la conservación de embriones de 
cachama blanca (P. brachypomus) a -14°C durante una hora utilizando como 
crioprotector MET 15%. Rango 1: 16,5°C a 0°C (1,59°C/min); Rango 2: 0°C a - 
13,9°C (0,28°C/min). 
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cachama blanca (P. brachypomus) a -14°C durante una hora utilizando como 
crioprotector ETG 10%. Rango 1: 16,3°C a 0,1°C (3,05°C/min); Rango 2: 0,1°C a - 
13,3°C (0,24°C/min). 
Al realizar comparación de las tasas de descenso de la temperatura interna de los 
tubos Falcon en todos los tratamientos durante el periodo de cono
.::cion, se 
concluyó que aquellos embriones sometidos a ETG 15% fueron los que 
presentaron una velocidad de enfriamiento más rápid? (3.39°C/min) en el primer 
rango evaluado, alcanzando los 0°C a los 4,6 minutos luego de iniciada la 
medición (figura 31); por su parte, la v ,uidad más lenta se evidenció en el 
tratamiento con MET 10% (1: ¿.',/min), alcanzardo los 0°C sobre los 11 minutos 
de almacenamiento (figura 25). Entre tanto, la velocidad de descenso para el 
segundo rango varió mínimamente entre los cuatro tratamientos, siendo de 
0,24°C/min para MET y ETG al 10% (figuras 28 y 30), de 0,25°C/min para ETG 
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15% (figura 31) y la más rápida cuando se utilizó MET 15% como diluyente 
(0,28°C/min) (figura 29). 
Figura 31. Variación de la temperatura durante la conservación de embriones de 
cachama blanca (P. brachypomus) a -14°C durante una hora utilizando como 
crioprotector ETG 15%. Rango 1: 15,9°C a 0,1°C (3,39°C/min); Rango 2: 0,1°C a - 
14°C (0,25°C/min). 
Post-conservación: 
La tasa de velocidad post-conservación durante el proceso de equilibrio de la 
temperatura interior del tubo Falcon con la temperatura del agua de incubación 
para el tratamiento con MET 10% fue de 2,36°C/min, en un rango entre 3,6°C a 
24,8°C (figura 32). Entre tanto, la velocidad alcanzada cuando se utilizó MET 15% 
como diluyente fue de 2,59°C/min, en un rango entre 2,3°C a 25,6°C (figura 33). 
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Figura 32. Variación de la temperatura post-conservación de los embriones de 
Cachama blanca (P. brachypomus) sometidos con MET 10% (2,36°C/min de 3,6°C 
a 24,8°C). 
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Figura 33. Variación de la temperatura post-conservación de embriones de 
cachama blanca (P. brachypomus) sometidos a MET 15% (2,59°C/min de 2,3°C a 
25,6°C). 
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Para los tratamientos con ETG se observó que la variación de la temperatura post-
conservación cuando se manejó concentración del 10% fue de 2,5°C/min en un 
rango entre 2,7°C a 25,2°C (figura 34); así mismo, la velocidad registrada para 
ETG al 15% fue de 2,69°C/min con un rango entre 2,3°C a 26,5°C (figura 35). Al 
comparar las tasas de velocidad para cada tratamiento, se evidenció que la más 
rápida se presentó cuando se utilizó ETG 15% como diluyente (2,69°C/min) (figura 
35) y la más lenta se atribuyó a MET 10% (2,36°C/min) (figura 32). 
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Figura 34. Variación de la temperatura post-conservación de los embriones de 
cachama blanca (P. brachypomus) sometidos con ETG 10% (2,5°C/min de 2,7°C a 
25,2°C). 
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Figura 35. Variación de la temperatura post-conservación de los embriones de 
cachama blanca (P. brachypomus) sometidos con ETG 15% (2,69°C/min de 2,3°C 
a 26,5°C). 
Viabilidad y eclosión de embriones de Cachama blanca (P. brachypomus) 
post-conservación de diferentes horas post- fertilización (1, 6 y 10 HPF). 
Viabilidad embrionaria post-conservación: 
La figura 36, muestra el comportamiento de los embriones de 1 HPF sometidos a 
conservación con metano! (MET) 10% durante una hora a -14°C, los cuales 
mostraron viabilidad hasta la hora 5 (2,3 ± 0,1%) luego de iniciada la incubación 
artificial; entre tanto, los embriones sometidos con el mismo crioprotector pero bajo 
una concentración del 15%, solamente alcanzaron viabilidad durante la primera 
hora de incubación (5,8 ± 3,1%). Diferente ocurrió con los embriones conservados 
con etilenglicol (ETG) en las dos concentraciones (10% y 15%), quienes mostraron 
viabilidad embrionaria hasta la hora sexta de incubación (2,2 ± 1,1% y 1,7 ± 0,6%, 
respectivamente) (Figura 36). Al hacer comparación estadística entre 
concentraciones al interior de cada crioprotector y de cada hora de incubación, no 
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se presentaron diferencias significativas (p>0,05); no obstante, los valores sí 
difirieron estadísticamente cuando se confrontaron los dos crioprotectores al 
interior de cada hora de incubación (p<0,05). Respecto al tratamiento control, 
solamente en la hora 1 no se presentaron diferencias significativas con los 
tratamientos con ETG 10 y 15% (p>0,05). Desde la segunda hora de incubación y 
hasta la hora séptima, el tratamiento control siempre tuvo diferencias estadísticas 
respecto a los tratamientos con crioprotectores (p<0,05) (Figura 36). 
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Figura 36. Viabilidad post-conservación de embriones de Cachama blanca (P. 
brachypomus) de 1 hora post-fertilización (HPF) sometidos a conservación durante 
una hora a -14°C, utilizando agentes crioprotectores como metano! (MET) y 
etilenglicol (ETG). a, b, c Barras con letras diferentes al interior de cada hora de 
incubación difieren estadísticamente (p<0,05). Los valores son mostrados como 
media ± SEM. (n = 4). Una vez determinada la viabilidad embrionaria nula, el 
tratamiento fue excluido en la comparación estadística de la hora de incubación 
siguiente. 
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metanol (MET) y etilenglicol (ETG). a ' b ' d Barras con letras diferentes al interior de 
cada hora de incubación difieren estadísticamente (p<0,05). Los valores son 
mostrados como media ± SEM. (n = 4) 
Para los embriones de 10 HPF (Figura 38), la viabilidad fue medida hasta la hora 5 
luego de reanudar la incubación artificial post-conservación. Los tratamientos con 
MET 10 y 15% fueron los que presentaron mayor porcentaje de viabilidad (94,8 ± 
1,3% y 96,1 ± 1,0%, respectivamente); entre tanto, los tratamientos con ETG 10 y 
15%, arrojaron los valores más bajos en cuanto a viabilidad embrionaria se refiere 
(74,5 ± 2,2% y 77,4 ± 1,3%, respectivamente). Estadísticamente, al confrontar el 
tratamiento control con los crioprotectores en sus dos concentraciones al interior 
de cada hora de incubación, se observó que este primero no presentó diferencias 
con ETG al 15% durante las 4 horas de incubación evaluadas (p>0,05); no 
obstante, los embriones sometidos con ETG 10% presentaron el mismo 
comportamiento estadístico en la hora 1 y 2 de incubación (p>0,05), pero en las 
horas 3 y 4 las diferencias estadísticas respecto al control se hicieron evidentes 
(p<0,05). Los tratamientos con MET al 10 y 15%, fueron diferentes al control para 
la hora 1 y 2 de incubación (p<0,05). Entre tanto, en la hora 3 y 4 el tratamiento 
con MET 15% no presentó diferencias estadísticas frente al control (p>0,05), 
mientras que MET 10% fue igual estadísticamente en la hora 3 (p>0,05) pero 
difirió en la hora 4 (p<0,05). No se realizó comparación entre tratamientos y el 
control en la hora 5 debido a que los embriones control presentaron eclosión en 
esta hora de incubación (Figura 38). 
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Figura 38. Viabilidad post-conservación de embriones de cachama blanca 
(Piaractus brachypomus) de 10 horas post-fertilización (HPF) sometidos a 
conservación durante una hora a -14°C, utilizando agentes crioprotectores como 
metanol (MET) y etilenglicol (ETG). a, b, c, d Barras con letras diferentes al interior de 
cada hora de incubación difieren estadísticamente (p<0,05). Los valores son 
mostrados como media ± SEM. (n = 4) 
Eclosión post-conservación: 
Los embriones de 1 HPF no presentaron eclosión en ningunos de los tratamientos 
establecidos (Figura 39). Por su parte, los embriones de 6 y 10 HPF fueron los que 
eclosionaron luego de ser sometidos a conservación durante 1 hora a -14°C, 
obteniendo mejores resultados aquellos conservados bajo la adición de MET al 10 
y 15% (87,0 ± 1,8% y 83,3 ± 3,1%, respectivamente) y obtenidos a las 10 HPF. La 
mayor eclosión presentada en los embriones de 6 HPF fue de 63,9 ± 6,5% 
preservados con MET 10% y el menor porcentaje correspondió a MET 15% con un 
36,7 ± 10,9% de eclosión. Todos los tratamientos de los embriones de 6 HPF 
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presentaron diferencias estadísticas respecto al control (p<0,05). Entre tanto, a las 
10 HPF los tratamientos con MET al 10 y 15% no difirieron estadísticamente al 
compararlos con el control al interior de la misma hora (p>0,05), mientras que los 
tratamientos con ETG 10 y 15% de la misma hora post-fertilización si fueron 
diferentes (p<0,05) (Figura 39). 
Figura 39. Tasa de eclosión de embriones de cachama blanca (Piaractus 
brachypomus) sometidos a conservación durante una hora a -14°C, utilizando 
agentes crioprotectores como metanol (MET) y etilenglicol (ETG). a' b Al interior de 
los tratamientos, barras con letras diferentes dentro de la misma hora post-
fertilización (HPF) difieren estadísticamente. Barras con asteriscos dentro de la 
misma HPF presentan diferencias significativas respecto al control (p<0,05). Los 
valores son mostrados como media ± SEM. (n = 4) 
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Protocolo para la conservación de embriones de Cachama blanca (P. 
brachypomus). 
En la figura 40, se esquematiza el procedimiento completo llevado a cabo para la 
conservación de embriones de P. brachypomus, iniciando desde la selección de 
los reproductores e inducción hormonal de los mismos. De igual forma, se detalla 
cada paso previo al proceso de conservación del material biológico, tales como la 
elaboración de los agentes crioprotectores, empaque de los embriones y del 
diluyente, tiempo de equilibrio de las muestras y sometimiento a -14°C durante 1 
hora. Así mismo, se plasman las actividades post-conservación, como lo es el 
equilibrar la temperatura interna de los tubos Falcon con la temperatura del agua 
de incubación, la cual esta última será la misma que tendrá el agua de las 
incubadoras de 2 L tipo experimental donde continuarán el proceso de incubación 
artificial. 
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Siembra de embriones en incubadoras de flujo ascendente e inicio de 
Incubación artificial 
I 
Macho: anestesia con 
2. Untede tanol (300 pprn)y obtención de 
semen mediante masaje abdominal 
«aneo caudal 
Hembra: a eximia con 
2. fenoxietan 1(300 pprn)y 
obtención de embriones mediante 
masaje abdominal maneo caudal 
Almacenar coceos en 
recipiente plástico esterll y 
4[00 
Mezclar semen y ovoiálos durante hasta homogentrer 
Activación de los espermatozoides 
e hidratación de los mocitos 
mediante aplicación de agua 
Desarrollo de embriones durante 10 horas post fertilización 
Preparación del diluyente en 
Beber (netanol 10% o 15%) 
15 gr. de glucosa reactiva 
15 mi iniciales de MAC] 0.5% 
7.5rol Metano' 
NaCi hasta completar 75 rol totales 
 
1 
   
  
-.1 Tubos faloon de 13 ml proporción 1:1 
- - - (5 mi de diluyente e 0 mi embriones) 
agitando suavemente  
mpaque de los embriones 
10 HPF 
Selección de reproductores de Culmina blanca 
(Planetas brach 
     
Hembra sealizer biopsia ovárica 
evaluando desartolio de los 
°trocitos 
 
terminación de la madurez 
sexual 
 
...
1 Macho realiza: presión abdominal y 
valorar presencia de semen en la 
paella urogenital 
  
T /alado a piletas circulares durante 48 horas para disminuir condicionad. estrás 
Hembra: dosis total de 
525 mg/Kg de peso corporal. 
distribuida en tres aplicaciones infra 
musculares 
(025 (34h)0.5 (12 h)5 mg/Kg) 
Inducción hormonal con 
Extracto de !fluctúes de Carpa 
 
Macho: inyección inhamuscutar de EXC, 
equivalente a 
4 mg/Kg de peso corporal 
 
Conservación de embriones en cava de hielo a 0•C durante de 10 minut (tiempo de equ ibrio) 
Traslado rápido de tubostal000 a congelador comercial a 14% durante 1 hora 
Introducción de tubos faloon (tratamientos) en agua de incubación a 27•C hasta equilibrar 
la temperatura interna del tubo con la del agua 
Siembra de embriones en incubadoras con flujo ascendente hasta eclosión  
Figura 40. Diagrama de flujo del proceso general de conservación de embriones 
de Cachama blanca (Piaractus brachypomus) a -14°C. 
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Discusión 
En los últimos años, estudios sobre conservación de embriones de peces 
teleósteos se han llevado a cabo sin obtener éxito en cuanto a porcentajes de 
eclosión se refiere (Harvey, 1983; Liu et al., 1999; Lance et al., 2004). Lo anterior, 
debido a los diferentes factores que afectan el buen desempeño de esta 
biotecnología en este tipo de material biológico. No obstante, investigaciones 
relacionadas sobre el efecto que ejercen los diluyentes y su toxicidad sobre la tasa 
de eclosión embrionaria (Zhang et al., 2005), concentraciones de crioprotectores y 
temperaturas de congelación (Ahammad et al., 2003) y evaluación de diferentes 
estadios embrionarios (Lopes et al., 2011) se han llevado a cabo con el ánimo de 
obtener soluciones que mitiguen las problemáticas presentadas durante la 
crioconservación de embriones de peces. 
El evaluar la morfología pre y post-conservación de embriones de peces 
sometidos a temperaturas inferiores a 0°C, bajo la adición de diferentes 
crioprotectores y concentraciones, se hace importante al momento de determinar 
la calidad y viabilidad de los mismos, puesto que un normal desarrollo embrionario 
sin cambios en su estructura podría indicar tasas altas de sobrevivencia larval al 
final del periodo de incubación, mientras que alteraciones morfológicas durante la 
ontogenia embrionaria reflejará bajas tasas de sobrevivencia, y por ende de 
eclosión. En el presente estudio, el desarrollo embrionario y su morfología post-
conservación no presentó alteraciones importantes en ninguno de los tres estadios 
embrionarios evaluados, tomando como referencia para su comparación estudios 
de desarrollo embrionario realizados en la misma especie (Botero et al., 2004; 
Díaz et al., 2010). Sin embargo, se evidenció cambio de color de las estructuras 
embrionarias (en el blastodermo en embriones de 1 y 6 HPF y en la capa sincitial 
del vitelo en embriones de 10 HPF), al compararlas con los tratamientos control en 
cada una de los tiempos post-fertilización nombrados. No obstante, en algunas 
larvas eclosionadas de los tratamientos sometidos a conservación a -14°C durante 
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una hora, se evidencio torsión de la parte final de la notocorda (obsérvese en las 
figuras 14 y 15). Vásquez et al., (2010) reportan que una de las anormalidades 
que más se presentan en embriones de diversas especies de peces teleósteos 
durante su desarrollo embrionario es la torsión notocordal, especialmente de la 
región caudal. Así mismo, Jezierska et al., (2000) indicaron la presencia de esta 
anormalidad en embriones de Cyprinius Carpio en estadio de desarrollo avanzado, 
nombrando como causa de esta alteración la presencia de metales pesados como 
cobre o plomo en el agua de incubación. Por su parte. De Ciechomski (1966) 
reportó en embriones de Engraulis anchoita torsión notocordal de la región caudal, 
posiblemente debido a variaciones en la temperatura y salinidad del agua. Lo 
anterior indica que diversos factores pueden ocasionar este tipo de alteraciones 
morfológicas en embriones de peces; no obstante, aunque en el presente estudio 
no se realizó evaluación del agua de incubación en lo que se refiere a 
determinación de metales pesados, como tampoco al sometimiento a diversas 
temperaturas durante el proceso de incubación artificial de los embriones, si se 
podría asumir como posible causa de este cambio en la forma de la notocorda en 
la región caudal de las larvas eclosionadas la toxicidad, concentración y/o tiempo 
de exposición de los embriones a los crioprotectores durante el proceso de 
conservación a -14°C durante una hora (Zhang et al., 2005; Lahnsteiner, 2008). 
En cuanto a la determinación del estadio embrionario óptimo para llevar a cabo 
procesos de conservación a temperaturas bajo cero, Lahnsteiner (2008) realizó un 
estudio en Zebrafish (Danio renio) donde evaluó diferentes crioprotectores internos 
sobre la viabilidad de diferentes estadios embrionarios, encontrando que 
embriones de Danio reno en estadios tempranos de desarrollo son más sensibles 
a la toxicidad de los crioprotectores que los embriones que presentaban mayor 
desarrollo; así mismo, determinó que dimetilsulfóxido (DMSO) y 1-2 Propanediol 
fueron menos tóxicos para los embriones de todos los estadios de desarrollo 
evaluados (1, 12, 24 y 36 HPF) respecto al glicerol, etilenglicol, metano] y 
dimetilacetamida. Igualmente, Bart (2000) evaluó la viabilidad de embriones de 
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Zebrafish (Brachydanio reno) de dos estadios de desarrollo (60% de epibolia y 8 
somitas) bajo diferentes crioprotectores (metanol, dimetilsulfóxido, etilenglicol), 
obteniendo que embriones en estadio de epibolia fueron más vulnerables a la 
toxicidad de los crioprotectores que los embriones en estadio de segmentación 
(aparición de somitas), demostrando también mejores tasas de viabilidad cuando 
fueron sometidos con metano!. Lo mismo ocurrió en el presente estudio, al evaluar 
tres estadios embrionarios (1, 6 y 10 HPF) bajo dos crioprotectores (metanol y 
etilenglicol) y dos concentraciones (10 y 15%) sobre la tasa de eclosión, 
obteniendo los mejores resultados en embriones de 10 HPF cuando se 
conservaron con metanol al 10% y 15%. La alta sensibilidad que presentan los 
embriones de peces teleósteos cuando son conservados a temperaturas bajo cero 
en estadios tempranos de desarrollo, puede estar asociado a: i) La afectación 
causada por la acción de los crioprotectores a los procesos de diferenciación 
temprana propios del embrión; II) La falta de desarrollo del proceso de defensa de 
los embriones ante condiciones ambientales externas (endurecimiento del corion, 
captación de agua y osmoregulación); iii) La fácil entrada de los crioprotectores en 
estadio tempranos, debido a la no formación completa de las estructuras 
embrionarias; iv) El bajo potencial de detoxificación de los embriones que evita 
compensar el efecto tóxico de los crioprotectores mediante vías de regulación 
metabólicas (Lahnsteiner, 2008). En adición a lo expuesto, la mayoría de los 
embriones de bajo desarrollo (a excepción del Sciaenops ocellatus) son más 
sensibles a los daños ocasionados por la refrigeración, atribuyéndose esto a la 
cantidad de componentes lipídicos que se encuentran en mayor cantidad al interior 
del saco vitelino y en las membranas embrionarias (Valdez Jr., et al., 2005), y 
confirmándose en un estudio realizado por Liu et al., (1999) donde redujeron la 
sensibilidad a la refrigeración en embriones de Zebrafish (Danio reno) cuando les 
fue removido entre el 50 y 75% del vitelo. Lo anterior, pudo haber sido una de las 
causas por las cuales los embriones de una HPF de Piaractus brachypomus no 
presentaron viabilidad superior a la quinta hora de incubación artificial, debido 
posiblemente al gran saco vitelino que presenta esta especie en los primeros 
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estadios de desarrollo embrionario. Entre tanto, debido a que el inicio de la 
circulación sanguínea en los embriones ocurre en estadios ulteriores, etapa de 
segmentación para el caso de Piaractus brachypomus (Díaz et al., 2010) y 
Cyprinus carpio (Ahammed et al., 2003), estos pueden disminuir o mitigar los 
daños ocasionados por el frío aumentando la eficacia de los mecanismos de 
reparación, lo cual los vuelve más resistentes a estos procesos de conservación 
(Dinnyes et al., 1998). 
Crioprotectores internos como el metanol (MET), etilenglicol (ETG), 
dimetilsulfóxido (DMSO), glicerol (GLY) y etanediol (ETA) son los crioprotectores 
más utilizados en la conservación de embriones de peces, los cuales presentan un 
nivel de toxicidad moderado, según lo reportado por Asahina y Takahashi (1978) y 
Harvey (1983), limitando en gran parte la concentración en que estos pueden ser 
utilizados, provocando el no aprovechamiento de la eficiencia crioprotectora de 
estos agentes (Arakawa et al., 1990). La eficacia de la permeación de los 
crioprotectores se hace importante al momento de establecer protocolos de 
crioconservación de embriones de peces, teniendo en cuenta que estos son los 
encargados de proteger la integridad biológica de las células y/o tejidos cuando 
son sometidos a esta biotecnología, donde lo que se busca es mantener este tipo 
de material biológicamente inerte y genéticamente estable durante su 
almacenamiento. Lo anterior, ocurre mediante el mecanismo de permeación de los 
agentes crioprotectores a través de los variados compartimientos que poseen los 
embriones, los cuales a su vez presentan diferentes permeabilidades (Hagedorn et 
al., 1998). Suzuki et al., (1995) y Lubzens (1998) reportaron la captación de DMSO 
en el espacio perivitelínico y en algunos tejidos embrionarios, pero esta 
permeación no fue suficiente para el proceso de criopreservación. Así mismo, 
Zhang y Rawson (1996, 1996) mediante mediciones ópticas evaluaron la 
permeación de diferentes crioprotectores en Brachydanio reno, concluyendo que 
metanol fue el único crioprotector que mostró evidencia de penetración en los 
embriones. 
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Zhang et al., (2005) realizaron un estudio en embriones de 45 horas post-
fertilización (etapa en la cual la larva inicia sus movimientos previo a la eclosión) 
de Paralichthys oliyaceus donde evaluaron la eficiencia de diferentes 
crioprotectores (dimetilsulfóxido, metano!, etilenglicol, glicerol, 1-2 propilenglicol) y 
concentraciones (10%, 15%, 20%, 25% y 30%) sobre la tasa de eclosión de los 
mismos luego de ser sometidos a -15°C durante 60 minutos. Al comparar el 
anterior trabajo con el presente estudio, y teniendo en cuenta las similitudes entre 
los dos experimentos (igual tiempo de almacenamiento, crioprotectores, similar 
estadio de desarrollo embrionario y temperatura de conservación) los resultados 
se comportaron diferentes en cuanto al crioprotector y su concentración, 
-encontrando los mejores valores de eclosión en el trabajo realizado por Zhang et 
al., (1995) cuando sometieron los embriones bajo el diluyente 1-2 propilenglicol en 
concentraciones del 20%. Entre tanto, MET al 10% y 15% fueron los 
crioprotectores que mayores tasas de eclosión arrojaron en este estudio. Lo 
anterior, . demuestra que la eficiencia de los agentes crioprotectores y su 
concentración puede estar ligada a la especie, encontrándose embriones de 
especies ícticas que para obtener mayor protección de sus estructuras durante 
estos procesos de conservación requieren concentraciones altas del crioprotector; 
no obstante, estas concentraciones elevadas están directamente relacionadas con 
los daños embrionarios ocasionados a causa de la toxicidad de los crioprotectores 
(Zhang et al., 2005; Lahnsteiner, 2008), limitando la utilización de estos y su 
capacidad protectora en especies que requieran dichos niveles. En adición a esto, 
estudios realizados por Harvey y Ashwood-Smith (1982) y Zhang et al., (1993) 
demuestran que la alta permeabilidad que presenta el metanol cuando es utilizado 
en embriones de algunas especies de peces, se cree que es debido a factores 
como el bajo nivel de toxicidad que este presenta frente a los demás 
crioprotectores y como también a su posible rápida penetración. 
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El determinar la mejor velocidad de congelación durante el proceso de 
conservación de embriones de peces se torna importante, debido a que de este 
proceso depende en gran parte la protección que se le pueda ofrecer al material 
biológico ante los daños ocasionados durante el enfriamiento. Según lo reportado 
por Liu et al., (2001) para zebrafish (Danio renio), un descenso de temperatura de 
0,3°C/min o 1°C/min es considerado como lento, entre tanto refrigerar embriones a 
velocidades de 30°C/min es reportado como moderado y —300°C/min se refieren a 
enfriamiento rápido, obteniendo resultados diferentes según el estadío de 
desarrollo de los embriones. En Piaractus brachypomus, aun no se han reportado 
rangos óptimos de tasas de congelación de embriones para esta especie. En el 
presente estudio, la velocidad de descenso de temperatura durante la 
conservación de los embriones a -14°C fue más rápida en el primer rango para los 
tratamientos con ETG (10% y 15%), frente a los tratamientos con MET en sus dos 
concentraciones, viéndose reflejado esto en las diferencias encontradas en la tasa 
de eclosión. Lo anterior, puede indicar que tasas de descenso de temperatura 
superiores a 3°C/min durante la conservación a -14°C ocasiona mayores daños en 
los embriones disminuyendo la viabilidad y por ende eclosión. 
En conclusión, conservar embriones de 10 horas post-fertilización de Cachama 
blanca (Piaractus brachypomus) durante 60 minutos a -14°C bajo los protocolos 
con metano! al 10% y 15%, con concentraciones de glucosa del 20%, permiten 
obtener porcentajes satisfactorios de eclosión. Sin embargo, se hace necesario 
desarrollar protocolos que disminuyan los efectos adversos sobre la morfología 
embrionaria relacionada a la baja penetración del crioprotector ocasionada por la 
presencia de diferentes permeabilidades de las membranas, que repercutan 
positivamente sobre la tasa de sobrevivencia embrionaria post-conservación. 
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7. CONCLUSIONES 
Embriones de cachama blanca (P. brachypomus) de 10 horas post-
fertilización HPF) presentaron mayor resistencia a la conservación a -14°C 
durante 60 minutos, viéndose reflejada esta resistencia en las altas tasas 
de viabilidad embrionaria y eclosión larval al compararse con los demás 
tiempos post-fertilización evaluados. 
Al conservar embriones de cachama blanca (P. brachypomus) durante 60 
minutos a -14°C, los tratamientos con metanol al 10% y 15% fueron los que 
mejores resultados de viabilidad embrionaria y eclosión larval arrojaron 
frente a los dos tratamientos de etilenglicol bajo las mismas 
concentraciones (10% y 15%). Así mismo, la morfología de las larvas 
eclosionadas de los embriones de 10 HPF conservados con metanol en las 
dos concentraciones (10% y 15%) no presentaron alteraciones 
morfológicas. 
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8. RECOMENDACIONES 
Evaluar diferentes tiempos de almacenamiento que permitan periodos más 
prolongados de conservación de los embriones de P. brachypomus. 
Evaluar diferentes temperaturas de conservación teniendo como nuevo 
punto de partida la evaluada en el presente estudio. 
Desarrollar estudios sobre permeabilidad de los crioprotectores, que 
permitan identificar el porcentaje de penetración de los diluyentes en cada 
una de las estructuras o compartimientos del embrión. 
Establecer el nivel de toxicidad de los crioprotectores con el fin de ajustar 
las concentraciones a utilizar al momento de conservar embriones de P. 
brachypomus y reducir así los daños ocasionados en los mismos. 
Estandarizar técnicas como la decorionización y/o microinyección de 
embriones, que permitan obtener mejores resultados en cuanto a viabilidad 
embrionaria y eclosión larval. 
Evaluar sistemas de empaques que permitan conservar un mayor número 
de embriones de P. brachypomus. 
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